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Resumen

Se determind la frecuencia de Cryptosporidium spp. en establos lecheros de
Tijuana, Baja California. Se estudiaron 9 establos lecheros con una poblacion
promedio de 700 bovinos productores de leche de la raza Holstein. Se tomaron
muestras de heces de 66 becerras en lactacién, 8 machos y 58 hembra con una
edad de 4 a 61 dias, con signos clinicos de diarrea. Las heces se tomaron
directamente del recto en recipientes estériles y se transportaron en refrigeracion a
la Unidad de Diagnéstico de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,
Unidad Laguna, en Torredn, Coahuila. Se procesaron las muestras haciendo frotis
en portaobjetos, estas se secaron al aire y se tifieron con la técnica de Ziehl
Neelsen modificada, con la finalidad de identificar ooquistes de criptosporidias los
cuales, en caso de encontrarse, se observaron de color rojo intenso con medidas
aproximadas de 4 a 6 um. Los resultados se analizaron mediante estadistica
descriptiva encontrdndose que 43 de 66 muestras de heces (65.15%) fueron
positivas a la presencia de ooquistes. También se analizé la intensidad de
excrecion de ooquistes realizando el conteo de 25 campos con el microscopio
foténico a 400 aumentos, de acuerdo al siguiente criterio: De 1 a 10 grado
incipiente, de 11 a 20 grado leve, de 21 a 40 grado moderado, mas de 40 grado
severo; el resultado que se encontré estuvo en los grados incipiente, leve y
severo. Los ooquistes de Cryptosporidium spp fueron encontrados en todos los

establos examinados.

Palabras clave: Cryptosporidium, criptosporidiosis, diarrea de las becerras,

bovinos Holstein.



[. Introduccidn
La criptosporidiosis es una infeccion causada por protozoarios pertenecientes al
género cryptosporidium. Hasta hace algunos afios las infecciones con estos
parasitos se consideraban asintoméaticas para el hospedero, pero este concepto
ha ido variando considerandose actualmente como una importante causa de
enterocolitis en animales y el hombre. De esta manera se clasifica como una
zoonosis donde varias especies de animales pueden constituir reservorios
importantes de la cadena epidemiolégica de transmision. En animales
inmunocompetentes, la infeccion puede ser asintomética o producir diarreas de
corta duracion. En animales inmunodeficientes, la infeccidbn puede ser causa de
diarreas prolongadas, parecidas a las del cdlera (6, 7, 71). Esta enfermedad
caracterizada por afeccién gastrointestinal con particular predileccién por las
células epiteliales del tracto gastrointestinal y por células del aparato respiratorio
de vertebrados incluyendo al hombre, se les atribuia comportamiento oportunista;
no obstante ha quedado claro que puede producir enfermedad en individuos
sanos, es decir actla como patégeno primario causante de diarrea, siendo
considerado como un enteropatogeno tanto en hospederos inmunocompetentes

como en aquellos inmunocomprometidos (48).



Cryptosporidium es un parasito protozoario perteneciente al Phylum apicomplexa
intracelular obligado, monoxeno, con fases de reproduccién sexual y asexual que
ha sido ampliamente estudiado en escala de vertebrados incluida la especie
humana. Se ha establecido que sus ooquistes son mas pequefios que los
coccidios y se describen dos tipos: uno de pared gruesa que sale al exterior con
las heces, resistente y transmisible por via oral y el otro de pared delgada que
posee una unidad de membrana simple, responsable de la infeccién endbégena o
autoinfeccién. La fase sexual ha sido muy bien estudiada por (Goebel y
Braendler, 1982) quienes proporcionan una descripcion detallada de la
ultraestructura de la microgametogonia, microgametos, macrogametos y del inicio
de la fecundacién en ratones experimentalmente infectados, confirmando la
localizacion intracelular y extracitoplasmética de Cryptosporidium (32). Los
estadios del ciclo de vida del parasito incluyen ooquistes maduros e inmaduros,
esporozoitos, trofozoitos, esquizontes tipo | (de primera generacién), esquizontes
tipo 1l (de segunda generacion), merontes 0 gamontes, merozoitos,
progametocitos que son los precursores de las células sexuales diferenciadas,
llamadas microgametocitos y macrogametocitos ademas de cigotos. Actualmente
se acepta que el género Cryptosporidium incluye aproximadamente 23 especies
(28, 32), sin embargo, solo ha podido documentarse adecuadamente la infecciéon
por cuatro especies: Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium muris,

Cryptosporidium baileyi, y Cryptosporidium meleagridis (8).



Las infecciones por C. parvum y C. muris han sido reportadas en mamiferos.
Teniendo en cuenta las caracteristicas morfoldgicas del ooquiste, C. parvum es la
especia hallada en todos los casos de criptosporidiosis humana adecuadamente
documentados. Las infecciones por C. baileyi y C. meleagridis han sido
encontradas en aves. Sin embargo, recientemente fue reportado el hallazgo de C.
baileyi en un paciente infectado por el virus de la inmunodeficiencia humana. Las
infecciones por otras 19 especies han sido descritas, aunque no suficientemente

documentadas en mamiferos, aves, peces y reptiles (6).

Este parasito es el causante de la criptosporidiosis, enfermedad considerada
principalmente una parasitosis gastrointestinal la cual es causa importante de
enfermedad diarreica alrededor del mundo y cuya principal via de contagio es la
fecal-oral siendo el agua un importante agente para su diseminacion (4, 28). En
esta infeccion el estado inmunolégico del individuo afectado es fundamental,
siendo las especies pertenecientes a este género responsables de cuadros
gastrointestinales y la severidad depende de varios factores: del hospedador,
como son competencia inmunitaria, edad, estado nutricional, del niamero de
parasitos causantes de la infeccién y del medio ambiente, ya que los ooquistes

mantienen su infectividad durante un tiempo relativamente largo (28).



II. Objetivos

1. Objetivo General
Determinar la frecuencia de Cryptosporidium spp. en becerros en lactacion, en

hatos lecheros de Tijuana, en el estado de Baja California.

2. Objetivos Especificos
a. ldentificar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en heces,
utilizando la técnica de Ziehl Neelsen modificada.
b. Evaluar la intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium

spp., de acuerdo al grado de severidad.



I1l. Antecedentes

1. Historia

La primera especie de este género se encontrd infectando las glandulas gastricas
de ratones de laboratorio, fue aislada y descrita detalladamente por Ernest
Edward Tyzzer en 1907 a la cual le llamo cryptosporidium muris y en 1912 el
mismo autor describi6 un organismo similar en ratones y lo nombré
cryptosporidium parvum, con estadios de desarrollo solo en el intestino delgado de
ratones, el cual tenia ooquistes mas pequefios que C. muris (68). En la década de
los 50 se le asocio con enfermedades diarreicas en aves de corral, Slavin en 1955
reporta Cryptosporidium meleagridis en pavos (28). Méas adelante
Cryptosporidium parvum cobro interés al descubrirse que también producia
diarreas en ganado bovino. En 1971 se reportaron diarreas asociadas a
infecciones por Cryptosporidium parvum en otros anfitriones entre los cuales

destacaron los bovinos (51).

En 1976, casi simultaneamente Nime et al. Y Meisel et al., reportan criptosporidiosis
en humanos (44, 50). En 1977 Brownstein et al. Informan por primera vez en forma
completa Cryptosporidium en  reptiles  (9). Cryptosporidium se reconocio
relativamente y recientemente como patégeno humano, a pesar de que su
identificacion original habia sido 70 afios antes. En 1982, son reportados por
“Centers for Diseases Control” de EE.UU. los casos de 21 hombres con

criptosporidiosis en pacientes con SIDA de seis ciudades (33).



Desde ese afio el nimero de casos reportados ha aumentado draméticamente,
este aumento fue observado inicialmente en pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida pero los informes recientes indican que la
cryptosporidiosis también ocurre en personas con un sistema inmunologico
normal. En 1987 Baez de Borges et al., estudian la criptosporidiosis en Venezuela.
En 1990, ocurre la aplicacion de técnicas moleculares en la identificacion de
especies lo que contribuye a la clasificacion, complejidad y conocimiento de especies
y especificidad de hospederos de Cryptosporidium (28). En 1990, también se
reportan aspectos epidemioldgicos de la criptosporidiosis en humanos (12) y en
1991, Current & Garcia establecen la criptosporidiosis como una de las infecciones
entéricas mas comunes en el humano (18). En 1993 Cryptosporidium es reconocido
como problema de salud publica asociado al agua de tomar en EE UU (42). En 1995,
Bruzual y Arcay estudian la criptosporidiosis experimental y la influencia de agentes
inmunosupresores sobre el ciclo biologico de Cryptosporidiumy la diseminacion
tisular (4). En 2001 Chacin Bonilla reporta estudios realizados en el Estado Zulia que
sugieren que la transmision antropondtica es dominante, lo que favorece el
predominio del genotipo humano (13).

En 2002, Arcay seiala a Cryptosporidium como agente ubicuo en la naturaleza
debido a asociaciones ecolégicas y al agua como su principal agente de

diseminacion (4).



También se ha asociado a diarrea en corderos y cabritos, su patogenicidad hacia
los cerdos es menos frecuente, ademas de esto se ha propuesto que solo un
género de cryptosporidium puede ser capaz de infectar hasta siete diversas

especies e inducir diarrea (61).

La emergencia del sindrome de inmunodeficiencia adquiridida (VIH/SIDA) hizo
mas evidente el problema que representaba este parasito. Los pacientes
inmunocompetentes e inmunodeficientes no respondian al tratamiento
antidiarréico conocido hasta entonces, y por esa causa morian. Este nuevo
problema atrajo la atencién de investigadores médicos. Al ampliarse las
investigaciones se descubrié que esta enfermedad también afecta a personas con
un sistema inmunoldgico normal, cualquiera que sea su edad, aunque las
personas mas susceptibles son los nifios y los ancianos; y las personas con mayor
riesgo de contraer la enfermedad son aquellas que cuidan nifios pequefios
(guarderias, preescolares) y el personal médico que maneja muestras en los

analisis o que atiende enfermos que requieren ciertos cuidados (16, 31, 63).

En la actualidad, la infeccién ha sido descrita en 50 paises y en aproximadamente
170 especies de animales entre las que se incluyen todas las especies
de animales domeésticos, generandose un creciente interés sobre este parasito,
que recibi6 un nombre muy apropiado, puesto que en griego cryptosporidium

significa "espora oculta” (48).



2. Taxonomia
El género de cryptosporidium consiste en varias especies diferentes y genotipos
que infectan a un gran nimero de anfitriones, originalmente casi la mayoria se
aislaron de pacientes humanos a los cuales se les asigno infeccion por
cryptosporidium parvum donde se distinguieron el genotipo humano tipo 1, y el

genotipo para el ganado tipo 2, ambos capaces de causar infeccion en humanos.
El género Cryptosporidium spp esta clasificado de la siguiente manera:

- Reino Protista

- Phylum Apicomplexa (presentan complejo apical).

- Clase Sporozoasida (reproduccién sexual y asexual con formacion de

ooquistes).

- Subclase Coccidiasina (el ciclo presenta merogonias, gametogonias Yy

esporogonias).
- Orden Eucoccidiorida (hay esquizogonia).

- Suborden Eimeriorina (se desarrollan macro y microgametos de forma

independiente, y el zigoto es inmovil).

- Familia Cryptosporidiae (los ooquistes presentan cuatro esporozoitos y ciclo

vital monoxeno, es decir con un solo hospedador).
- Género Cryptosporidium

- Especies: parvum, muris, baileyi, meleagridis entre otras variedades que ya han

sido documentadas) (28, 60).



Los individuos infectados muestran una gran variedad de manifestaciones clinicas,
pero la patogenicidad de cryptosporidium varia con la especie y tipo de parasitos
implicados, la edad, y el estado inmune del anfitrion. En muchos animales, las
infecciones por Cryptosporidium no se asocian con los signos clinicos o son
asociadas solo a casos agudos autolimitando la enfermedad. En algunos
animales, tales como reptiles infectados con cryptosporidium serpentis o
individuos que estan inmunodeprimidos, la infeccion es con frecuencia cronica y
puede ser eventualmente letal. Por lo anteriormente expuesto, la taxonomia, la
significacion clinica y la epidemiologia de estos parasitos no se conocen con
exactitud. Sin embargo, aun cuando hacen falta muchos estudios, la aplicacion de
los recientes avances en la caracterizacion molecular de estos agentes infecciosos
indica que no soélo los genotipos humanos y bovinos de C. parvum tienen
importancia en Salud Publica, sino también otras especies. El esclarecimiento de
la taxonomia de Cryptosporidium permitira conocer el impacto de las diferentes
especies en la salud del hombre, los factores de riesgos, los diferentes
mecanismos de transmision y el desarrollo de medidas preventivas efectivas para

cada especie (43, 57).



3. Etiologia
La criptosporidiosis es causada por un parasito protozoario Cryptosporidium sp.
Crece y se reproduce en células epiteliales de los oOrganos digestivos del
vertebrado. Las especies afectadas son peces, serpientes, aves, roedores,
ardillas, venados, caballos, cerdos, ovejas, bovinos, gatosy perros entre otros.
Algunos, como los roedores, son resistentes a la enfermedad, mientras que el
ganado bovino o el hombre son susceptibles. No existe especificidad del parasito
con el huésped, sino que presenta infectividad cruzada entre aves y mamiferos,

pero no de aves a mamiferos ni al contrario (28, 43).

La infeccion es adquirida por la ingestibn de ooquistes esporulados. Estos son
resistentes a los efectos del pH acido del estbmago del hospedero y la
exquistacion debe ocurrir mas adelante, en el intestino delgado. En este segmento
del tubo digestivo, la accidén de condiciones reductoras, de enzimas pancreéticas y
de sales biliares debilita la pared de los ooquistes y emergen de los mismos cuatro
esporozoitos que invaden rapidamente los enterocitos. En estas células, los
esporozoitos, y los estadios que siguen, residen en una vacuola parasitofora
confinada al borde en cepillo, justo debajo de la membrana celular. De esta
manera, el parasito tiene una ubicacion intracelular y extracitoplasméatica. Esto
diferencia a Cryptosporidium de otros coccidios, como Eimeria e Isospora, cuyos
estadios de evolucion se localizan en una vacuola parasitéfora situada en la region

perinuclear de la célula parasitada (35).



Los esporozoitos se diferencian a trofozoitos uninucleares. Cada trofozoito, en un
proceso conocido como merogonia O esquizogonia y caracterizado por varias
divisiones nucleares asexuadas, se convierte en un meronte tipo | inmaduro
(célula con ocho nucleos) Este, después de madurar, da lugar a ocho merozoitos
de primera generacion que después de su liberacion en el lumen intestinal,

invade otra célula epitelial y en ella puede seguir dos cursos:

1. Reiniciar otro ciclo de divisiones nucleares asexuadas y convertirse en un
meronte tipo | inmaduro que, después de madurar, dard lugar a otros merozoitos

de primera generacion.

2. Realizar dos divisiones nucleares asexuadas y convertirse en un meronte tipo |l
inmaduro que, después de madurar, dara lugar a otros merozoitos de segunda

generacion.

Los merozoitos de segunda generacion, después de su liberacion en el lumen
intestinal, invaden otras células epiteliales y en ellas inician la fase sexual del ciclo.
El primer paso sera la conversion en macrogamontes (estadio femenino) y en
microgamontes (estadio masculino). Ambos sufren considerables
transformaciones, para dar lugar a microgametos y microgametos donde después
de la fertilizacion dan origen al cigoto. La formacién de una pared alrededor del

cigoto da origen al ooquiste.

Esta cubierta es el resultado de la unién de los cuerpos formadores de pared
presentes en el microgameto antes de ser fertilizado. Los ooquistes, dado que

esporulan in situ, ya son infectantes cuando son liberados en las heces (54, 56).



Los ooquistes restantes (20 %, aproximadamente) desarrollan una pared delgada,
de una sola capa, la que puede fragmentarse tan pronto los ooquiste salen de los
enterocitos. De ocurrir la fragmentacion, quedarian libres cuatro esporozoitos, que
invadirian nuevas células epiteliales y reiniciarian un nuevo ciclo. De no tener
lugar la fragmentacién, los ooquistes de pared delgada podrian ser encontrados
en las heces. Queda claro que pueden ocurrir ciclos de autoinfeccion a partir de
dos estructuras: Los merontes tipo | y los ooquistes de pared delgada. Estos ciclos
explicarian el desarrollo de infecciones severas en hospederos expuestos a un
pequefio numero de ooquistes de pared gruesa, y las infecciones intensas y
persistentes que se  observan en pacientes inmunodeficientes,
sin exposiciones repetidas a los ooquistes de pared gruesa. Por su alta capacidad
autoinfectiva y su rapido ciclo de vida en terneras experimentales, la produccion
de ooquistes puede llegar a cantidades que van desde los 2 mil hasta los 20 mil

millones diarios (35, 54, 56, 57).

Después de ser arrojados al ambiente los esporozoitos mueren, mientras los
ooquistes pueden permanecer latentes mas de un afio en agua o en suelo

humedo.



4. Epidemiologia
a. Transmisién y patogenia

Este parasito ocasiona en terneros neonatos una diarrea asociada a
deshidratacion, colicos y complicaciones de diversas etiologias. La enfermedad no
produce sintomas en terneros bien inmunizados, a pesar de ser portadores de
ooquistes, lo que conlleva a la pregunta de que algo debe ocurrir para el
desencadenamiento de la diarrea. Debido al trabajo de investigacion realizado en
1995, y al encontrarnos que en el 100% de los establecimientos examinados
presentaban cryptosporidiosis, los terneros investigados en un 80% del universo

eran portadores y con una taza de 25% de diarreicos (57).

La forma infectante de este protozoo es el ooquiste esporulado. Ello es asi porque
los ooquistes, después de eliminados en las heces mantienen las caracteristicas

siguientes:

1. Conservan su capacidad infectante en las propias heces, en las aguas y en el

suelo durante largos periodos, incluso meses.
2. Preservan su viabilidad debajo de las ufias durante al menos 1 hora.

3. Resisten condiciones adversas, como la accion del cloro a las concentraciones
gue regularmente son utilizadas para el tratamiento de las aguas de uso humano.
También son muy resistentes a la accion de otros desinfectantes comunes, como

yodoforo a 4 %, cloruro de benzalconio a 10 % y &cido crescilico a 5 %.

4. Sobreviven a la exposicion al acido clorhidrico y a las enzimas digestivas

presentes en el tracto gastrointestinal (35, 56, 57).



La criptosporidiosis humana se transmite practicamente en todas las formas de
diseminacion fecal-oral, especialmente a partir de heces de evacuadores humanos

de ooquistes esporulados. Las mas comentadas son:

1. La contaminacién de vegetales.

2. La contaminacion de alimentos por habitos higiénicos deficientes.

3. La contaminacién de las aguas para consumo humanao.

4. La transmision por contacto directo (ano-mano-boca).

5. La transmision posible de ooquistes desde heces de animales infectados al

hombre (35, 56, 57).

En paises en vias de desarrollo, las infecciones por cryptosporidium ocurren mas
comunmente en nifios menores de 5 afos, con una incidencia alta de infecciones
y diarrea en nifios menores de 2 afios. Los nifilos pueden tener multiples episodios
de cryptosporidiosis, indicando que la inmunidad adquirida por las infecciones por
cryptosporidium es de breve duracion o nunca se ha desarrollado por completo.
En paises industrializados, la cryptosporidiosis epidémica puede ocurrir en adultos
por la ruta de los alimentos o agua de bebida. En personas inmunocomprometidas
como pacientes positivos al virus de inmunodeficiencia humana, la incidencia y
severidad de la cryptosporidiosis aumenta asi como también disminuye el conteo
de linfocitos CD4, especialmente cuando cae por debajo de las 200 células/micro

litro (35, 56, 66)



La causa de que cryptosporidium spp. Infecte seres humanos y a una amplia
variedad de animales es debido a la presencia ubicua de ooquistes en el
ambiente, los seres humanos pueden adquirir infecciones por cryptosporidium por
medio de varias vias de transmision. En poblaciones pediatricas y ancianos,
especialmente en guarderias y clinicas de reposo como asilos etc., la transmision
por el personal desempefia probablemente el papel principal en la extension de las
infecciones por cryptosporidium. En zonas rurales, se ha hablado de infecciones
zoonoticas por el contacto directo con los animales del campo, pero la importancia
relativa de la transmision zoonotica directa de la cryptosporidiosis no se ha
aclarado completamente. Los numerosos brotes de cryptosporidiosis debido al
alimento contaminado o al agua (de bebida o recreacional) se han reportado en
varias naciones industrializadas, y algunos estudios identifican claramente al agua
como una via de transmision importante de cryptosporidium en areas donde la

enfermedad es endémica (26, 63, 71).

Sin embargo las fuentes y el potencial contagioso en humanos de los ooquistes de
Cryptosporidium en agua, aln son en gran parte confusos. Un problema grave en
la comprension de la transmision de la infeccion es la carencia de las
caracteristicas morfolégicas que distinguen claramente a un tipo de
cryptosporidium de muchos otros. Por lo tanto, no se puede estar seguro que de
que especie de cryptosporidium esta involucrado cuando se examinan ooquistes

de especimenes clinicos debajo de un microscopio (35, 56, 66).



Los problemas en la taxonomia y nomenclatura de las varias especies de
cryptosporidium se asocian con la importancia de la salud publica. Sin las
caracteristicas claras del diagndstico que permiten la diferenciacion de
Cryptosporidium spp, no se puede saber el numero exacto de la especie que
infecta a los seres humanos, la carga de la enfermedad (esporéadica y relacion de
brotes) atribuidos a las diversas especies o0 cepas/genotipos, y el papel de las
especies y cepas/genotipos en la virulencia y transmisiébn en seres humanos.
Estas preguntas presentan desafios a nuestra comprensién acerca de la
epidemiologia de la cryptosporidiosis. La revision de la taxonomia de
cryptosporidium, es por lo tanto, de importancia para la comprension de la

biologia, la epidemiologia y de salud publica (17, 43, 61).

El periodo de prepatencia (tiempo entre la infeccion y la eliminacién de ooquistes),
varia de 2 a 14dias, en la mayoria de los animales domésticos mientras que el
periodo de patencia (duracion de la excrecién de ooquistes), es variable dentro de
las diferentes especies de hospedadores, desde varios dias a varios meses. En
humanos inmunocompetentes, estimando la fecha de infeccion accidental, se ha
calculado un periodo de prepatencia entre 5 y 28 dias, con una media de 7,2 dias
y un periodo de patencia que puede oscilar entre 8 y 31 dias, aunque pudiera
prolongarse de forma intermitente. En los pacientes con SIDA la eliminacion de

ooquistes puede ser indefinida (15, 17, 38).



La dosis infectiva de Cryptosporidium spp. En humanos, es aproximadamente de
132 ooquistes, aunque un voluntario fue infectado con tan solo 30. Parece que
tanto el hombre como los animales tienen distintos grados de susceptibilidad a

este parasito y el indculo probablemente puede variar de un individuo a otro (38).

En las guarderias se produce la diseminacion de una persona a otra por la via
fecal-oral y en muchos brotes ocurridos a gran escala la transmisién ocurre por
agua contaminada. Se estima que en el brote de Milwaukee se infectaron casi
400.000 personas Yy fallecieron 7, siendo la epidemia mas importante transmitida
por agua en EE.UU. Se estima que es posible encontrar ooquistes
de Cryptosporidium spp. En aproximadamente el 90% de las muestras de aguas
residuales, en el 75% de las aguas fluviales y en el 28% del agua potable (20).
Cryptosporidium spp. Se encuentra en el intestino de muchas aves y mamiferos.
También se sabe que es un parasito que infecta roedores, aves de corral, monos,

bovinos y otros herbivoros (52, 70).

Antes, los epidemidlogos pensaban que la mayor parte de las infecciones en
humanos se adquirian por parte de cachorros de perros, gatos, roedores, peces,
ganados bovino y otros herbivoros. Sin embargo, la evidencia que se deriva de
mejores  métodos para detectar el microorganismo y asi los brotes de
criptosporidiosis, indican que la contaminaciéon de humano a humano es un medio
importante de transmision. También se han descrito casos de infeccion cruzada

intrahospitalaria (6, 16).



La mayoria de los parasitos que viven en el lumen intestinal y son patdégenos para
el humano, infectan el aparato gastrointestinal y ocasionan diarrea
como, Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Dientamoeba fragilis, Giardia
intestinalis, Cryptosporidirum spp., Isospora belli, Ciclospora cayetanensisy
microsporidias. Cryptosporidium spp. Es altamente transmisible e infectante en el
medio familiar, con tasas de transmision similares a las de otros patégenos

entéricos como Shigella spp. (6, 12, 16, 20).

En las guarderias se produce la diseminacion de una persona a otra por la via
fecal-oral y en muchos brotes ocurridos a gran escala, la transmision ocurre por
agua contaminada (12, 16). La criptosporidiosis se transmite a través de heces de
humanos o de animales infectados y de agua o alimentos contaminados por heces
portadoras de los ooquistes. Los casos leves son comunes en granjeros. En el
caso de personas de alto riesgo como es el caso de sujetos
inmunocomprometidos o en las edades extremas de la vida, es necesario evitar
contacto con heces de animales y prestar atencion especial a las condiciones

sanitarias (16, 20, 48, 49).



5. Ciclo bioldgico

El ciclo biologico de C. parvum se incia después de la ingestion de ooquistes
esporulados. Estos constituyen los Unicos estadios exdgenos y son excretados
con las heces, aunque también pueden ser eliminados por la secrecion respiratoria
o nasal (26). Cada ooquiste contiene 4 esporozoitos, estadios infectivos, que al
guedar en libertad (exquistacion), penetran en las células epiteliales del tracto

gastrointestinal o respiratorio (26).

Un estudio del desarrollo enddégeno de C. parvum revela que, en el interior de las
células hospedadoras, el parasito experimenta multiplicacion asexual (mero o
esquizogonia). Como resultado, se desarrollan los merontes tipo 1 con 6 u 8
merozoitos, los cuales, una vez liberados, invaden nuevas células donde pueden
manifestar desarrollo ciclico como tipo 1 o desarrollar merontes tipo 2, constituidos
por solo 4 merozoitos. Los merozoitos tipo 2 no exhiben desarrollo ciclico pero
daran origen a los estadios sexuales (gametogonias) diferenciandose unos en
macrogamontes y otros en microgamontes. Estos ultimos, sufren fision multiple
dentro de la célula hospedadora y producen aproximadamente 16 microgametos,
que una vez liberados se adhieren, penetran y fertilizan a los macrogametos
maduros, originando el cigoto, Unico estadio diploide del ciclo de vida. Se
constituyen asi, los ooquistes que mediante el proceso de meiosis, daran origen a
4 esporozoitos. Esta fase del ciclo (esporogonia), también ocurre dentro del
hospedero infectado. Aproximadamente, el 80% de los ooquistes producidos,
presentan doble pared y luego de la esporulacion pasan inalterados a través del

intestino y son eliminados con las heces (19).



Entre tanto, cerca del 20% de los ooquistes, estan rodeados, solamente, por una
membrana que se desarrolla alrededor de los esporozoitos. A estas formas, se les
denomina: ooquistes de paredes delgadas estimandose que pueden liberar los

esporozoitos cuando aun estan dentro del intestino e infectar nuevas células (19).

Se infiere, por lo tanto, que los criptosporidios tienen gran capacidad para
reproducirse y diseminarse, ya que por un lado, presentan 2 ciclos endégenos
capaces de efectuar la auto infeccion, el primero por reciclamiento continuo de los
merontes tipo 1 y el segundo, a través de los esporozoitos liberados por la ruptura
de los ooquistes de paredes delgadas. Por otro lado, los ooquistes esporulan
dentro del hospedero infectado y son eliminados en estado infeccioso con las
heces, siendo capaces de sobrevivir en el ambiente por un largo periodo de

tiempo (19).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp.

(www.uvg.edu.gt/.../cryptosporidium.htm)

Cuando los animales infectados defecan, se eliminan al ambiente ooquistes
produciendo asi un problema de salud publica por el hecho de que los ooquistes
solo tienen 4 a 6 mm de didmetro, demasiado pequefios como para ser eliminados

con facilidad por los filtros de arena que se emplean en las plantas de tratamiento



de agua; ademas, Cryptosporidium spp. Es extremadamente resistente a

desinfectantes como el hipoclorito de sodio (cloro doméstico).

El problema se agudiza ain mas por la baja dosis infectante requerida, alrededor
de 10 a 100 ooquistes, y por el hecho de que en un ambiente humedo los

ooquistes pueden mantenerse viables durante 2 a 6 meses (12, 20, 56).

La supervivencia de los ooquistes disminuye con las temperaturas extremas y con
la desecacion. La congelacion a -20°C durante 72 horas o mediante
calentamiento hasta 45-55°C durante 20 minutos reducen considerablemente la
infectividad. La desecacion a temperatura ambiente de una suspension acuosa de
ooquistes durante 4 horas elimina la viabilidad y se ha demostrado que la mayoria
de los desinfectantes de uso doméstico y en otros ambientes como el hospitalario
y en guarderias infantiles, tienen poco efecto sobre los ooquistes

de Cryptosporidium spp. (12, 14, 29, 56).

Un estudio epidemiolégico de la criptosporidiosis durante 10 afios en una
poblacion con VIH del condado de Los Angeles, California, EE.UU. que abarco

casi 17.000 sujetos, reporté una incidencia global del 3,8% (31, 63).

Hasta 1982 sélo se habian publicado entre 7 y 11 casos en humanos. A partir de
1983 se produce el despegue del estudio del conocimiento de este patégeno
emergente con el advenimiento del VIH que habia hecho su aparicion en Junio de
1981 en EE.UU. Los pacientes con VIH presentan gastroenteritis por agentes

etiologicos diversos: bacterianos, parasitarios, virales y micéticos (20, 39, 47).



Los géneros de protozoarios parasitos generalmente incluyen coccidios
(Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis e Isospora), por lo menos dos géneros
diferentes de microsporidios (Enterocytozoon y Encephalitozoon), Giardia y
Entamoeba Giardiasis y amibiasis se asocian a factores de riesgo como viajes a
zonas endémicas Yy practicas sexuales oro-anales; criptosporidiosis 'y
microsporidiosis tienen amplia distribucion y son complicaciones tardias tipicas del

VIH (20, 39, 47).

6. Signos clinicos

Aunque existen algunas diferencias en las cifras reportadas. Con un periodo de
incubacién que oscila entre 5 y 28 dias, con una media de 7,2 dias. Las
manifestaciones clinicas que se producen, y la evolucion de estas, dependen de
la inmunocompetencia del individuo infectado y, en menor medida, del nimero de
ooquistes ingeridos. El sintoma mas frecuente es la diarrea, que puede ser de tipo
colérico y en algunos casos hay otros sintomas los cuales son dolor abdominal,

nauseas, fiebre, astenia (16, 49).

Las manifestaciones clinicas de la criptosporidiosis intestinal estan directamente

relacionadas con el estado inmunoldgico del hospedador (41).

Asi, en el individuo inmunocompetente se presenta como una diarrea autolimitada,
gue puede acomparfarse de coélicos abdominales y persisten durante 3 a 12 dias,

rara vez mas de 2 semanas (16, 20, 49)



Clinicamente no se puede distinguir de otras enfermedades diarréicas ya que en
algunos casos puede ser de gran intensidad, que generalmente dura de una a dos
semanas, pero que se resuelve sin tratamiento especifico. Todo lo contrario
ocurre en el sujeto inmunocomprometido, quien desarrolla una diarrea crénica que

puede comprometer su vida (16, 20, 49).

Cryptosporidium produce una forma de diarrea que pone en peligro la vida de
individuos con VIH. Los pacientes pueden perder hasta 17 litros de liquido

intestinal al dia (16).

En los casos de inmunosupresion grave, el microorganismo invade el conducto
biliar y produce fiebre, ictericia, dolor en hipocondrio derecho y vomito. En casos
poco frecuentes, los pacientes con SIDA padecen criptosporidiosis

pulmonar, colecistitis alitiasica e incluso pancreatitis (1, 39, 41).

Las diarreas suelen ser acuosas, profusas y pueden contener moco, pero casi
nunca sangre o leucocitos. Estas diarreas son la manifestacion de un cuadro de
enteritis, que afecta fundamentalmente al yeyuno e ileon. En personas
desnutridas, sobre todo en nifios, las diarreas son particularmente intensas y
prolongadas. Estas diarreas, en unos casos acenttan la desnutriciébn y en otros,
los mas graves, llevan a trastornos hidroelectroliticos severos que, a veces,
pueden conducir a la muerte del paciente. En individuos con inmunodeficiencias
reversibles, la intensidad y duracion de las diarreas dependen del grado de
incompetencia del sistema inmunolégico. Generalmente, estas personas se

recuperan cuando la causa de la inmunodepresion se elimina.



Asi ocurre con los enfermos que reciben tratamiento inmunodepresor por
trasplantes o cancer; en pacientes con infecciones virales que producen
inmunodeficiencia transitoria, como sarampién o varicela, y en individuos
desnutridos. En pacientes con sarampion se ha reportado la extension de la
infeccion al resto del sistema digestivo y al aparato respiratorio. En algunos de
estos casos se ha podido demostrar la presencia de ooquistes en el esputo y en el

fluido obtenido mediante lavado bronqueoalveolar (6, 33, 22, 25, 58).
7. Criptosporidiosis

Recientemente, el interés en cryptosporidium spp. Como causa de diarrea en
animales, particularmente becerros neonatales, y mas recientemente en seres
humanos, ha crecido rapidamente. La  cryptosporidiosis es considerada
importante en el sindrome neonatal de la diarrea en becerros. Los organismos se
han observado histolégicamente en intestinos de los becerros sometidos a
laboratorio veterinario. Este procedimiento de diagnostico es muy insensible, se
utiliza la coloracién acido rapida de frotis fecales, para determinar el grado de esta
infeccién tanto en la carne y los rebafios. Durante los Ultimos 25 afos la
criptosporidiosis en ganado bovino, causada por Cryptosporidium parvum ha sido
catalogada como una importante enfermedad entérica, con severas implicaciones
en la salud y con efectos negativos en la industria ganadera al causar disminucion
de la ganancia de peso y mortalidad. A partir de la primera
descripcion de Cryptosporidium parvum en ganado bovino, esta infeccién ha sido

reportada practicamente en todos los continentes (14, 23, 24, 35).



En provincias de Espafia el 63,3% de las explotaciones ganaderas estaban
infectadas con este parasito; en Francia, se obtuvo una prevalencia de infeccion
por Cryptosporidium parvum de 17,9%, empleando como técnica de diagndstico el
ELISA. En el mismo orden se han establecido prevalencias de 8,5%
para Cryptosporidium sp. En granjas Alemanas. En América Latina, Colombia, se
determiné la mas alta prevalencia de criptosporidiosis bovina 87%, en contraste
con México, Brasil y Perl que muestran prevalencias de 25%, 9,75% y 26%,
respectivamente. En Venezuela, la informacién sobre criptosporidiosis bovina es
limitada, solo se tienen registros de los estados Falcon, 42,86%; Monagas 30,1%;

Zulia, 32% y 50,8% y Tachira, 53,84%. (14, 23, 24, 35).

Los estudios realizados en Aragdn han puesto de manifiesto la importancia de
esta parasitosis en diversas especies animales, con una prevalencia que alcanza
el 20,7% en ganado ovino, 19,7% en ganado vacuno y 21,9% en ganado porcino,
si bien los porcentajes son mucho mas importantes en rumiantes lactantes y
en lechones en periodo de destete. La Criptosporidiosis como enfermedad
parasitaria tiene gran impacto en la economia de los paises, puesto que afecta el
normal desarrollo y crecimiento del bovino, fundamentalmente los neonatos,
pudiendo incluso producir su muerte. Ademas, puede ser transmitida al hombre,
por lo que se considera un problema de gran importancia en sanidad animal y
salud publica. En las explotaciones, la principal fuente de infeccion la constituyen
los animales jovenes con diarrea. La alta morbilidad y rapida difusién de la
enfermedad se explica por el elevado nimero de ooquistes que eliminan en sus

heces y el hecho de que sean directamente infectantes (23, 24, 35).



Los portadores asintomaticos, representados fundamentalmente por animales
adultos, constituyen una fuente de infeccion adicional para los neonatos. Se ha
comprobado que las ovejas eliminan un mayor nimero de ooquistes, coincidiendo
con los dias del parto, lo que facilita la infeccion de los corderos tras el nacimiento
y explicaria el inicio en las explotaciones de los brotes de diarrea. La forma de
infeccidbn mas habitual es la transmision directa por via fecal-oral. Los ooquistes
contaminan con facilidad el pelo o lana de los animales, las ubres de
las madres, la cama, alimentos vy bebederos. Es también destacable la
transmision indirecta por ingestion de agua o alimentos contaminados, debido a la
resistencia de los ooquistes a los tratamientos de cloracion del agua potable. La
transmision aerdgena del ooquiste se considera una via de infeccién en las aves,
en las que la criptosporidiosis respiratoria es bastante frecuente. También cabe
destacar la posibilidad de que los humanos se infecten por contacto con diversas
especies de mamiferos. Gran parte de casos de transmision zoonética estan

asociados al manejo de ganado infectado, especialmente terneros (23, 24, 35).

a. Criptosporidiosis en rumiantes

Los rumiantes, segun los estudios epidemiolégicos son muy receptivos a la
infeccidn por C. parvum, considerado uno de los agentes etiol6gicos mas comunes
del sindrome de diarrea neonatal. La criptosporidiosis bovina afecta
fundamentalmente a terneros menores de 4 semanas. El periodo de incubacion
oscila entre 2 y 10 dias, y la diarrea persiste entre 2 y 14 dias, coincidiendo con el

periodo de patencia (46, 52, 70).



En corderos y cabritos, la criptosporidiosis se observa entre la primera y la
tercera semana de vida, y la diarrea tiene una duracion aproximada de 4 dias.
(Parece ser que los cabritos son especialmente sensibles a C. parvumy los
escasos estudios publicados en Espafia sefialan una prevalencia del 70%, con
elevados porcentajes de mortalidad). La infeccion es menos frecuente en los
rumiantes mayores de 1 mes. En éstos, habitualmente cursa de forma subclinica y
con baja eliminacién de ooquistes, aunque desde el punto de vista epidemioldgico
tienen gran interés como portadores asintomaticos. La manifestacion clinica
caracteristica de la criptosporidiosis es un sindrome diarréico agudo, acompafnado
de gran numero de ooquistes. Los animales afectados eliminan heces no
sanguinolentas, acuosas y abundantes y presentan deshidratacion, debilidad,
pérdida de peso y anorexia, lo que provoca un retraso en el crecimiento. En la
necropsia, las lesiones corresponden a una enteritis catarral aguda, con
congestion y edema del intestino afectado, especialmente la parte final del yeyuno
e ileon, que presentan un contenido amarillento y acuoso. Histolégicamente, se
observa atrofia de las vellosidades, con sustitucion del epitelio dafiado por un
epitelio cubico. En las criptas se mantiene el epitelio cilindrico, pero con
abundantes figuras mitGticas. La lamina propia aparece infiltrada de células
inflamatorias, incluyendo neutrofilos, linfocitos y ocasionalmente eosinofilos. En las
explotaciones afectadas por criptosporidiosis, la morbilidad puede alcanzar el
100%. La mortalidad suele ser baja, si bien puede darse un considerable indice en
aquellas infecciones mixtas de C.parvum con virus o bacterias enteropatdogenas.
La infeccidn cursa con diarrea en aproximadamente el 75% de los animales (46,

52, 70).



b. Factores de riesgo para la infeccion de la criptosporidiosis
a) Tamafo del hato.

Estudios conducidos con la finalidad de identificar los factores que pueden estar
asociados con el riesgo de infeccién por C. parvum en el ganado bovino, revelan
una asociacion positiva entre el nimero de animales del rebafio y el riesgo de
infeccion. Este es mayor, en aquellas explotaciones ganaderas con alta carga
animal, donde el hacinamiento favorece la transmision del parasito. Un rebafio
numeroso, contaria con mayor numero de becerros, los cuales, son
particularmente susceptibles a la infeccion. Ademas, podria suceder, que las
instalaciones y los pastizales permanezcan ocupados por mas tiempo,
favoreciendo la continua acumulacién de ooquistes y contribuyendo a incrementar

la contaminacion del ambiente (30, 45).
b) Edad de los animales.

Los becerros neonatos son en particular susceptibles a la infeccion por C.
parvum, y si bien, el parasito ha sido observado a partir de los 2 dias de nacido,
diversos autores coinciden en sefialar que la mayor prevalencia ocurre alrededor
de las dos semanas de edad, periodo en el cual son mas frecuentes las
manifestaciones clinicas. Estos datos sugieren que los becerros se infectan en los
primeros dias de vida, por lo tanto, las medidas emprendidas para reducir la
morbilidad y la difusién de C. parvum, deberian ser dirigidas directamente hacia

este grupo de alto riesgo (30, 45).



Al considerar la presencia del pardsito en animales mayores de un mes,
las tasas de excrecion de ooquistes disminuyen sensiblemente. C. parvum,
también ha sido descrita en becerros de mayor edad e incluso en bovinos adultos,
en los que generalmente cursa de forma subclinica y con bajos niveles de
infeccion. Sin embargo, se han reportado altas prevalencias y excrecion de hasta
1,8 x104 ooquistes por gramo de heces en vacas aparentemente sanas, por lo que
no se desestima el papel potencial de los bovinos adultos como reservorios de

esta especie (21, 30, 69).
c) Condiciones higiénicas sanitarias y sistemas de manejo.

Debido a que la criptosporidiosis es una enfermedad de los becerros, el periodo
neonatal resulta el mas critico para la exposicién, por ello, las condiciones
higiénico sanitarias de las areas frecuentadas por los animales recién nacidos,
pueden afectar el riesgo de infeccion. El lavado de las instalaciones parece ser el
método mas efectivo para controlar la contaminacién por C. parvum, pero debido a
gue los ooquistes se excretan esporulados, resulta dificil, sino imposible, liberar el
ambiente de dichas formas infectivas. Sin embargo, medidas adecuadas de
higiene ayudarian a reducir la carga ambiental de este y otros patdgenos, los
cuales, pueden exacerbar la enfermedad clinica. Sistemas de manejo que
favorezcan el contacto entre becerros, también estan asociados con el riesgo de
infeccidn, ya que, se incrementaria la probabilidad de la transmision del paréasito

entre animales infectados y susceptibles (27, 30).



Igualmente, esta probabilidad aumenta en las explotaciones ganaderas que
cuentan con instalaciones de maternidad colectivas para el alojamiento de vacas y
en aquellas donde los becerros son amamantados por las madres. Por el
contrario, en la alimentacién manual, se elimina el contacto entre las vacas y sus
becerros, disminuyendo el tiempo de permanencia en estas areas y reduciendo

asi, el riesgo de transmision de la infeccion. (27, 30).

En un estudio, se plantea que la exposicién inicial ocurre en los potreros de
paricibn, como consecuencia de la eliminacion fecal de ooquistes por vacas
periparturientas, especialmente en el periodo de parto. En otro, se considera que
dichos animales no representan la principal fuente de criptosporidios. No obstante,
existen datos que sugieren que los bovinos adultos asintomaticos, pueden
desempefiar un rol importante en la epidemiologia de la criptosporidiosis en
becerros. Los ooquistes eliminados por las madres contaminan las ubres, asi
como, la cama, bebederos y alimento. Tanto la presencia como el nUmero de otras
especies de animales de explotacion pecuaria, también estan asociadas con la

infeccién en los bovinos (26, 30, 45).
d) Papel del calostro.

Debido a que los becerros usualmente se infectan con criptosporidios al inicio del
periodo neonatal, se ha examinado la capacidad de las inmunoglobulinas

especificas via calostro materno, para proporcionar proteccion contra la infeccion.



La administracién temprana de calostro bovino hiperinmune preparado contra C.
parvum, disminuye significativamente el periodo patente, el de excrecion de
ooquistes y el tiempo de duracién de la diarrea en becerros neonatos desafiados
con ooquistes, en relacion a los animales controles que recibieron calostro normal.
En su defecto, la alimentacion de los animales recién nacidos con calostro de
vacas inmunizadas pero no hiperinmunes, no tuvo efecto protector. Como el
calostro utilizado en dicho estudio, fue conservado a -20°C, los autores sefialan
desconocer el efecto que la congelacion pudo haber ejercido sobre otros factores
mediadores de la inmunidad, presentes en el calostro. Igualmente se ha reportado
que en los becerros recién nacidos alimentados con calostro fresco, se reduce
significativamente el riego de infeccion con C. parvum cuando se compara con el

uso de calostro fermentado o congelado (26, 30, 45).

8. Diagnoéstico
El diagnéstico clinico de la criptosporidiosis intestinal es dificil porque existen
pocas caracteristicas diferenciales de otras patologias diarreicas, por lo que debe
confrontarse con otras posibles etiologias de diarrea acuosa y, entre las mas
frecuentes a considerar tenemos las producidas por: Giardia intestinalis,
Isospora belli, Ciclospora cayetanensis, Microsporidium, rotavirus, otros virus

entéricos y Escherichia coli enterotoxigénica (16).

Los primeros casos de criptosporidiosis se diagnosticaron mediante la deteccién
de los estadios enddgenos del parasito en cortes histologicos de intestino

obtenidos por biopsia o necropsia (16, 49).



El aumento en el reconocimiento de estos patdgenos muchas veces depende de
nuevos métodos de diagndstico. Cryptosporidium spp., ho se detectd hasta que se

aplicaron nuevos métodos de tincion a los extendidos de heces (20, 48).

La criptosporidiosis se diagnostica al demostrar la presencia de ooquistes
de Cryptosporidium spp. En muestras de heces diarreicas o no, 0 esquizontes y
gametocitos en biopsias de tejido intestinal principalmente. Para el diagndéstico, las
heces u otras muestras de fluidos corporales pueden ser remitidas al laboratorio
frescas o preservadas en formol al 10%, o en formalina-acido acético-acetato de

sodio (16, 49).

Como en otras infecciones parasitarias, la eliminacion de los ooquistes puede ser
intermitente 0 muy baja en infecciones subclinicas. Los estudios realizados para
determinar el nUmero de muestras a estudiar para minimizar el numero de falsos
negativos reportaron una serie de tres muestras para el sujeto inmunocompetente,
y en el caso de pacientes inmunocomprometidos, como seria en el caso de

pacientes con SIDA, seria suficiente el estudio de dos muestras (7, 16, 49).

El método de preferencia consiste en concentrar los microorganismos en muestras
de heces por técnica de flotacion y después identificarlos por microscopia de
contraste de fase o métodos de tinciéon. Las tinciones estandar para protozoarios
intestinales no tifien Cryptosporidium de manera adecuada, por lo cual las
muestras se tratan con tincién 4cida, tincién de auraminarhodamina o anticuerpos

monoclonales conjugados con fluoresceina (16, 20, 48, 49).



El diagnostico se efectia por demostracion de ooquistes en la muestra fecal, para
lo cual se procede a la coloracién del extendido fecal por el método de Ziehl
Neelsen modificado o de Kinyoun. Estas técnicas son las mas ampliamente
usadas y generalmente, son las de eleccion por el laboratorio de diagnostico
clinico y facilitan la identificacion, diferenciando los ooquistes de las levaduras,
gue tienen forma y tamafio similar; los ooquistes se tifien de rojo por ser
acidoalcohol resistente, mientras que las levaduras no toman esta coloracion.
También se ha utilizado una nueva técnica de tincidn tricromica y acido alcohol
para la deteccion simultdnea de Cryptosporidium y especies de Microsporidias en

heces (57).

Se han desarrollado técnicas rdpidas de inmunoandlisis enzimatico (ELISA) e
inmunofluorescencia directa, las cuales son de gran utilidad diagnéstica. Se trata
de métodos con alta sensibilidad y especificidad en casos de heces diarréicas,
pero tiene uso limitado para estudios epidemiolégicos y diagndstico de casos
asintomaticos. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) caracterizada por su
gran sensibilidad y especificidad, es de gran utilidad para el diagnéstico y estudios
taxondmicos, aunque su uso esta restringido a algunos laboratorios. Tanto en
animales como en humanos, se han detectado anticuerpos IgG e IgM, en suero
mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) o ELISA. En
inmunocomprometidos podrian no detectarse anticuerpos. Igualmente se han

detectado antigenos circulantes en suero mediante técnicas de ELISA (16, 43).



9. Prevencién y control

En general, las medidas que actualmente se aplican para el control y prevencién

de la criptosporidiosis pueden ser agrupadas de la manera siguiente:

1. Prevencién de la transmision fecal oral:

El modo de transmision de la criptosporidiosis es la ingestion de aguas v,
posiblemente, de alimentos contaminados con ooquistes de este coccidio; por
tanto, el primer grupo de medidas para el control de esta parasitosis esta

relacionado con la necesidad de eliminar la transmision fecal oral del parésito.

2. Saneamiento ambiental:

Una de las vias mas eficaces para prevenir la criptosporidiosis es, como en el
caso de otras parasitosis de transmision fecal-oral, dotar a la poblacion que vive
en areas endémicas de esta parasitosis de mecanismos seguros para la
eliminacion de sus desechos, de manera particular proveerla de instalaciones
sanitarias que impidan la contaminacion de aguas y alimentos con ooquistes de C.

parvum.

3. Fuentes de abasto de agua:

El desarrollo de brotes epidémicos de criptosporidiosis originados por la
contaminaciéon del agua con ooquistes de C. parvum es una prueba irrefutable de
que la transmision de esta parasitosis esta también relacionada con la calidad del

liquido a disposicion de la poblacion.



4. Higiene personal y de los alimentos:

Para la prevencion de la criptosporidiosis, y de otras enfermedades de
transmision digestiva, son utiles las medidas de higiene personal y de los
alimentos. Hasta que no se disponga de vacunas y drogas efectivas, las medidas
de control basadas en las practicas de manejo, nutricién e higiene del rebafio, que
contribuyan a minimizar el grado de exposicion al agente infeccioso y que
aumenten el nivel de resistencia de los neonatos, pueden reducir

significativamente la morbilidad y difusion del parasito (10, 16, 18, 57, 67).
a. Tratamiento

No existe un tratamiento especifico eficaz contra la criptosporidiosis. En
condiciones de inmunocompetencia, en las cuales las diarreas son autolimitadas,
suele ser suficiente la rehidratacién oral o endovenosa del paciente, no asi en
condiciones de inmunodeficiencia. En estos casos, la ausencia de un tratamiento
especifico eficaz muchas veces pone en peligro lavida del paciente. Se han
utiizado  antibidticos, guimioterapéuticos, coccidiostaticos, antivirales,
antidiarreicos, inmunoterapia e inmunomoduladores. Se han ensayado sin
éxito alrededor de un centenar de esquemas terapéuticos y preventivos para la
criptosporidiosis en pacientes inmunocomprometidos. La eficacia de las drogas
utilizadas con actividad preventiva o curativa es limitada o dudosa, especialmente
para el tratamiento de la criptosporidiosis extraintestinal. Generalmente, los
pacientes con inmunidad normal no requieren tratamiento especifico y cuando se

estén administrando inmunosupresores pudiera estar indicado suprimirlos.



En pacientes inmunocomprometidos se ha utilizado espiramicina 50 mg/kg/dia/

durante 15 dias, la cual puede ser transitoriamente eficaz (13, 16, 33, 42).

Recientemente ha sido probado, con resultados clinicos y parasitoldgicos
alentadores, el antibiético paromomicina (un aminoglucésido que se absorbe poco
en el intestino y se administra a la dosis de 25 a 35 mg/kg/dia durante 14 dias). Un
estudio controlado del tipo placebo y doble ciego, utilizando la paromomicina en
pacientes con criptosporidiosis intestinal y VIH, demostr6 su eficacia para reducir
la sintomatologia y la excrecion de ooquistes. Otros informes de casos clinicos y
estudios no controlados describen mejoria clinica con la paromomicina pero
también reportan recaidas, especialmente si no se continla con tratamiento de
mantenimiento. Hasta el presente, el tratamiento médico de pacientes y

portadores no es posible (2, 65).

La azitromicina también has sido probada para el tratamiento de la
criptosporidiosis. Estudios clinicos previos han fallado en demostrar su efectividad
como monoterapia sin embargo, algunos informes sobre casos clinicos le otorgan
algun valor como droga para tratamiento. Altas dosis de azitromicina en
combinaciébn con paromomicina en un estudio clinico abierto demostré mayor
disminucion de la excrecion de ooquistes que cuando se usaron por separado. La
nitazoxanida otro quimioterapéutico utilizado en el tratamiento de la
criptosporidiosis intestinal, mostro eficacia en estudios realizados en pacientes con
VIH y en aquellos con recuento celular de CD4 mayores de 50/mm. La dosis

recomendada es de 500 a 1000 mg BID durante 15 dias (3, 5, 7, 34, 64, 71).



También se ha utilizado roxitromicina a dosis de 300 mg BID durante 4 semanas
con algunos resultados. Actualmente no existe quimioprofilaxis ni vacuna para la

prevencién de la infeccidn o la recurrencia de esta parasitosis (7, 34, 64, 71).



IV. material y métodos
a. Marco de referencia
En Tijuana existen 75 establos lecheros, el presente estudio se llevo a cabo en la
ciudad de Tijuana, municipio del estado de Baja California, uno de los 31 estados
gue conforman los Estados Unidos Mexicanos. El municipio de Tijuana se sitta
entre las coordenadas geograficas extremas 32° 24’ al norte, al sur 32° 05’ de
latitud norte; al este 116° 34’, y al oeste 117° 08’ de longitud oeste. Representa 2.6
por ciento de la superficie total del estado. Colinda al norte con los Estados Unidos
de América y el municipio de Tecate; al este con los municipios de Tecate y
Ensenada; al sur con el municipio de Ensenada, el municipio de Playas de
Rosarito y el Océano Pacifico; y al oeste con el Océano Pacifico (INEGI, 2003). El
municipio de Tijuana cuenta con cinco localidades principales llamadas Tijuana, La
Joya, San Luis, Ejido Tierra y Libertad, y Maclovio Rojas (INEGI, 2003).
b. Sitio de estudio

La cuenca lechera estudiada pertenece a la Asociacion Ganadera de Productos de
Leche de Tijuana. La Asociacion Ganadera la conforman 53 miembros y la
distribucién de los 42 establos en los sitios es la siguiente: 15 establos en “El
Florido”, 12 establos en “Valle de las palmas”, siete establos en el “El Cafion del
Padre”. Existen ademas, tres establos en el municipio de Rosarito, tres en “Valle
Redondo” sobre la carretera de cuota Tijuana-Tecate. De los dos establos
restantes no se obtuvieron datos de su ubicacion. Los establos elegidos estan en
tres sitios al oriente de la ciudad de Tijuana: El Cafién del Padre, El Florido y Valle

de las Palmas.



Figura 2. Se observa la situacién geografica de los sitios y de los establos

incluidos en el estudio.
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El primer sitio fue el llamado “El Cafion del Padre”, ubicado en la colonia Otay, al
oriente de la ciudad de Tijuana, En ese sitio se ubicaban siete establos.

El segundo sitio es el llamado “El Florido”. Se distribuye a lo largo de 12 km de la
carretera libre Tijuana-Tecate, con direccion oriente, y ocupa 2.3 km del Corredor

Tijuana 2000. En este sitio se ubicaron 15 establos.



El tercer sitio es el llamado “Valle de las Palmas”, ubicado en la carretera libre
Tijuana-Ensenada a la altura del kildmetro 26. En este sitio se encuentran
instalados 12 establos.
Por lo tanto, la produccion lechera en el estado de Baja California es una actividad
relevante a nivel local.

c. Fase de campo
Se realiz6 en becerras Holstein de 4 a 61 dias de edad, con o sin diarrea, de 9
establos lecheros de la cuenca lechera de Delicias, Chihuahua. Se tomaran
muestras de heces del 100% de los animales con diarrea, durante la época de
invierno, primavera y verano. En total fueron 66 muestras de heces fecales.
Las muestras se tomaron con guantes estériles directamente del recto y se
guardaron en bolsas de plastico estériles y se transportaran en refrigeracion al
lugar de procesamiento de las mismas.

d. Fase de laboratorio
En el laboratorio de parasitologia de la Unidad de Diagndstico se realizo frotis de
heces, se secaran al aire y se tifieron con la técnica de Ziehl Neelsen modificada
para la identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp. La interpretacion fue
visual bajo un microscopio de luz, para la observaciébn de ooquistes de
Cryptosporidium spp que tifieron de un color rojo intenso.
El analisis fue de tipo descriptivo y el estudio estadistico de los resultados se
analizé mediante porcentajes.
Técnica de Ziehl Neelsen. Se filtro la fucsina, se colocaron los portaobjetos con
los frotis de heces y se dejaron 30 minutos, se lavaron en agua corriente y se

decoloraron en alcohol acido al 1% hasta que dejaron de soltar colorante.



Posteriormente se tifieron con azul de metileno durante cuatro minutos y se
enjuagaron en agua corriente. Se aclararon con alcohol del 96%, alcohol absoluto

y xilol, para después cubrir con cubreobjetos utilizando resina sintética.

Para medir la intensidad de excrecion de ooquistes se observaron 25 campos
cuando encontraron ooquistes (positivo a excrecion de ooquistes) y hasta 40
campos cuando no se encontraron (negativo a excrecion de ooquistes), se utilizd
el objetivo seco fuerte (40X) y la interpretacion de la observacion de ooquistes se
llevé a cabo considerando el siguiente criterio:

Intensidad de excrecion de ooquistes

Criterio Grado de severidad Intensidad de excrecion
No se observaron ooquistes Negativo )

1 a 10 ooquistes Incipiente (+)

11 a 20 ooquistes Leve (++)

21 a 40 ooquistes Moderado (+++)

Mas de 41 ooquistes Severo (++++)



V. Resultados y Discusion
De acuerdo al os objetivos planteados en el presente trabajo se encontraron 43 de
las 66 muestras, positivas a la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp,
con una frecuencia de 65.15%. La intensidad de eliminacion de ooquistes de
Cryptosporidium spp. observada fue de 26.7% en el grado incipiente, 26.7% en el
grado leve, y 46.6% en el grado severo; el 34.84%. Por lo tanto, resultaron
negativas 23 de 66 (34.84%) muestras de heces. Los 9 establos se encontraron
positivos a la presencia de criptosporidiosis con rangos de 12.5% a 85.7%. Los
animales tuvieron una edad promedio de 11 dias con rangos de 4 a 61 dias y los

mas afectados estuvieron dentro de los 8 a 21 dias de edad.

Las manifestaciones patolégicas de criptosporidiosis son mas frecuentes en
animales lactantes de 5 a 21 dias de edad (24), aunque eventualmente los

animales afectados se encuentran entre las 6 y 12 semanas de edad (25).

La intensidad de la excrecion de ooquistes en las heces fue muy manifiesta en el

grado 4 (++++).

Se utilizé la técnica de Ziehl Neelsen modificada. Se encontraron varios criterios
para categorizar los grupos para medir la intensidad de eliminacion de

Cryptosporidium spp en heces.



Cuadro 1. Frecuencia de Cryptosporidium spp. en becerras Holstein de Tijuana, baja
California.

Establo n Por hato Por hato
n (+) % (+)
1 10 6 60%
2 8 1 12.5%
3 7 5 71.4%
4 10 8 80%
5 6 4 66.6%
6 4 2 50%
7 7 5 71.4%
8 7 6 85.7%
9 7 6 85.7%
Total 66 43 65.15%
n = Numero de animales muestreados por hato

n(+) = Numero de animales positivos por hato

% (+) = Porcentaje de positivos por hato

Se detectaron ooquistes de Cryptosporidium spp utilizando la técnica de Ziehl
Neelsen modificada (ZNm); se documenta la frecuencia de presentacion de la
criptosporidiosis por edad en dias de las becerras, se manifiesta la intensidad con
la que se eliminaron ooquistes en las heces diarreicas y se discute sobre los
hallazgos en vacas y vaquillas. A nivel nacional no se encontraron investigaciones

gue describan la frecuencia de criptosporidiosis en becerras Holstein.

La técnica de ZNm se utilizé porque es la forma mas econdémica y rapida para la

deteccion de ooquistes de Cryptosporidium spp.




Cuadro 2. Prevalencia de la infeccion por Cryptosporidium spp segun el grupo etario en
becerras Holstein lactantes con diarrea, de la Comarca Lagunera.

Edad (dias) Total No. becerras No. becerras
Becerras
n Positivas %n Negativas %n
1-7 6 4 (9.3) 2 (90.7)
8-14 17 14 (32.55) 3 (67.45)
15-21 13 11 (25.58) 3 (76.75)
22-28 13 8 (18.6) 5(81.4)
29-35 11 4 (9.3) 6 (88.38)
> 36 6 2 (4.7 4 (95.3)
Total 66 43 (65.15) 23 (34.85)

De acuerdo a Kehl y col. (1995) y Rodriguez-Hernandez y col. (1994), el andlisis
microscopico de los frotis fecales tefiidos es el método mas utilizado para el
muestreo tamiz para el diagnéstico de Cryptosporidium en laboratorios de
diagndstico clinico, ademas de que se ha demostrado que los métodos de
deteccion inmunoloégica no son significativamente mas sensibles que la
microscopia convencional (Quilez y col., 1996). Sin embargo, otros estudios
demuestran que la reaccién en cadena de la polimerasa tiene una sensibilidad y
especificidad de 100% comparado con un 83 % de sensibilidad y un 98 % de

especificidad para la microscopia (Morgan y col., 1998).

La ocurrencia de diarrea causada por Cryptosporidium spp en la primer y segunda
semana de edad con eliminacion de criptosporidios es frecuente y cominmente se

encuentran otros patdgenos asociados a la infeccion (Anderson, 1998). Se




constato que las becerras de 8 a 14 dias de edad presentan diarrea asociadas a
Cryptosporidium spp, con mayor frecuencia que en animales con otros rangos de
edad, y similarmente es manifestado por otros investigadores (Reynolds y Morgan,
1986). La alta prevalencia e intensidad de infecciones por Cryptosporidium spp en
becerras de algunos hatos de la Comarca Lagunera indican que estos son
parasitos comunes en esta region. Otros estudios muestran prevalencias que van
desde 20 hasta 88% (Bednarska y col., 1998). La frecuencia de criptosporidiosis
detectada es relativamente baja en becerras con diarrea en la primera semana
pero se incrementa considerablemente la segunda semana para disminuir hasta

los 45 dias de edad.

Analizando los resultados obtenidos, la susceptibilidad a Cryptosporidium varia de
acuerdo con la edad, y a otros factores de riesgo atribuyendo a la expansion de la
infeccidn, alterando la mucosa intestinal en becerras de mayor edad. La ausencia
de criptosporidios en la primer semana de vida coincide con la ingestion precoz de
calostro (Ortolani y astro, 2003). Emre y col. (1998), mencionan que E. coli y
Rotavirus, contribuyen en asociacion con Cryptosporidium para la presentacion de

la diarrea en becerras.

Se han publicado varios criterios para medir la intensidad de eliminacién de
Cryptosporidium spp en heces. Bednarska y col. (1998), los agrupan en tres
grados, el primero (+) con menos de 5 ooquistes, el segundo grado (++) al
observar de 5 a 10 ooquistes, y el tercero (+++) con mas de 10 ooquistes

observados en 20 campos 6pticos a 400 aumentos. Emre y col. (1998) observaron



20 campos a 1000 aumentos y los gradian en 1 (+) de 1 a 5 ooquistes, grado 2
(++) de 6 a 20 ooquistes y grado 3 (+++) mas de 20 ooquistes. Al respecto, la
literatura es limitante sobre estas comparaciones de excrecién. Espinoza (2007),
al evaluar estos criterios, encontré6 una mayor coincidencia con Ortolani y Castro
(2003). Estos investigadores comentan que el grado 1 se presenta en animales
asintomaticos o prepatentes, mientras que los grados 2 y 3 predominan en

becerros con diarrea.

Podemos entonces inferir que entre los grados de intensidad de eliminacién de
ooquistes de Cryptosporidium spp, se detectan los grados de infeccion en forma
incipiente (+), leve (++), moderada (+++) y severa (++++), de acuerdo a los signos
clinicos, aunque con muy poca variacion en la interpretacion con los otros autores,
para tal caso se requieren mas estudios para relacionar la intensidad de

eliminacién con la severidad de la infeccion.



VI. Conclusiones y sugerencias
Se sugiere realizar estudios en vacas y vaquillas exactamente durante el parto
para correlacionar el grado de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp en
animales adultos, con el grado de infeccién en becerras, ademas de buscar otras
fuentes de infeccion para las becerras como la fauna que rodea a los establos,
analizar el agua y los alimentos, ademas de tomar medidas preventivas de salud

publica ya que representa un peligro potencial por ser una enfermedad zoonética.

Es importante comparar la técnica de ZNm con otras pruebas como la de ELISA 'y

PCR, para identificar animales portadores no enfermos.

El presente estudio aporta informacion sobre la incidencia de la eliminacién de
ooquistes de Cryptosporidium en becerras de 9 establos lecheros de Tijuana, Baja
California, donde se concluye que La intensidad de la excrecion de ooquistes en
las heces se manifestd en los grados 1 (+), 2 (++) y 4 (++++).

Los ooquistes de Cryptosporidium fueron encontrados en todos los establos con
rangos de 12.5% a 85.7%. La frecuencia de Cryptosporidium spp. en Tijuana,

Baja California fue de 65.15%.
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