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RESUMEN

La criptosporidiosis es una enfermedad altamente contagiosa que afecta
a las becerras recién nacidas en los hatos lecheros, causando grandes pérdidas
econdmicas.

Estudios previos realizados en la Comarca Lagunera indican que la
prevalencia de Cryptosporidium spp. es alta en hatos de vacas lecheras.
De 9 establos ubicados en la Comarca Lagunera en época de invierno. para tal
fin se recolectaron 90 muestras de heces de terneras de 1 a 60 dias de edad.
Las muestras fueron tomadas del recto de los animales con signos clinicos de
diarrea, se transportaron para su analisis en la unidad de Diagnoéstico de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna. Las muestras
recolectadas fueron tefiidas con el método de Ziehl Neelsen modificado, fueron
observadas al microscopio, verificando la presencia de eliminacion de los
ooquistes.

Los resultados, obtenidos muestran 48/90 (53.3%) heces positivas a la
eliminacién de ooquistes con un rango de 20 a 100%. los 9 (100%) establos
resultaron positivos a criptosporidiosis, concluyendo que la prevalencia es alta

en la Comarca Lagunera.



.- INTRODUCCION

La infeccion por Cryptosporidium parvum, (C. parvum), patégeno que
coloniza el epitelio del intestino de humanos, bovinos y otros animales, resulta a
menudo en enteritis aguda y enfermedad diarreica (Casemore y Fayer et al.,
1997). Este organismo es de interés en salud publica debido a su caracter
zoonotico y ha sido identificado con frecuencia en bovinos, particularmente en
los becerros (Becher et al., 2004) en los cuales constituye uno de los principales
agentes etioldgicos de la diarrea neonatal (De la Fuente et al., 1999; Moore y
Zeman, 1991; Naciri, 1999; Uga et al., 2000). C. parvum es un organismo ubicuo
y ha sido reportado desde muchas regiones geogréficas del mundo. En estudios
conducidos en hatos lecheros donde se evaluaron factores asociados con el
riesgo de infeccion, se ha sefialado que los primeros 30 dias de vida de los
animales corresponden con el periodo maximo de infeccion con C. parvum
(Castro-Hermida, 2002; Becher et al.,, 2004), la cual se incrementa en
condiciones de hacinamiento y cuando las medidas de higiene y ciertas
practicas de manejo son deficientes (Atwill et al., 1999; Mohammed et al., 1999).
De esa forma, los becerros menores de un mes constituyen la poblacion mas
vulnerable y cualquier esfuerzo disefiado para controlar la infeccion por C.
parvum debe ser dirigido principalmente a este grupo de edad, en donde el
pardsito puede impactar adversamente sobre la salud de los animales,
particularmente como agente causal de diarrea, ya sea s6lo o en combinacion
con otros enteropatdgenos (Xiao y Herd, 1994; Olson et al., 2004; O"Handley et

al., 1999). Las pérdidas econdémicas asociadas con esta enfermedad no solo se



deben al resultado de la mortalidad, sino también al retraso de crecimiento de
los animales que se recuperan, costo de medicamentos, asistencias veterinarias,
y el incremento del trabajo involucrado (De Graaf, 1999; Quilez et al., 2003). En
becerras los factores de riesgo para la infeccion son el agua y alimentos, aunque
también se menciona la eliminacion de los ooquistes, por los animales adultos
(Diaz de Ramirez et al., 2002). En la Comarca Lagunera dentro de los estudios
realizados previamente para la deteccion de C. parvum en becerras de entre 1 a
60 dias de edad, con la técnica Ziehl Neelsen modificada, se evidenciaron la
presencia de los pardsitos, sin embargo, es importante también encontrar alguna
diferencia en los diferentes meses de frio. Debido a estos antecedentes la
finalidad de la presente investigacion es observar la prevalencia de la

Criptosporidiosis en meses frios.

II.- OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar la prevalencia de Cryptosporidium spp. involucrado en el sindrome
diarreico de las terneras en 9 hatos lecheros de bovinos Holstein de la Comarca
Lagunera, muestreados en los meses frios.

Objetivos especificos

Se utilizé la tincién de Ziehl Neelsen modificada para identificar ooquistes de
Cryptosporidium spp en heces de becerras lactantes con diarrea.

Medir la intensidad de excrecién de ooquistes de Cryptosporidium parvum spp y

clasificarlas de acuerdo a la severidades becerras diarreicas.



[ll. ANTECEDENTES
3.1. Historia

Se han observado brotes de Criptosporidiosis como consecuencia de la
resistencia de ooquistes a desinfectantes cominmente usados en el tratamiento
de agua potable durante los ultimos 12 afios. Los 19 brotes documentados en
areas sin relaciones geogréficas ocurrieron en los Estados Unidos, Canada, el
Reino Unido, y Japdn, afectando a aproximadamente 427,000 individuos (Liu et
al., 1999).

En 1976, Reportaron los primeros casos de Criptosporidiosis humana
(Nime et al.,, 1976). En 1981, C. parvum fue detectado en una cabra, pero
desde esa fecha, pocos documentos se habian preocupado por Ila
criptosporidiosis (Morgan et al., 2000). En 1982, fue implicado como uno de los
mas importantes agentes oportunistas en pacientes con SIDA (Prescott 2000).
En 1985, concluyeron que sélo dos especies afectaban a mamiferos: C. parvum,
de ooquistes pequeios en seres humanos y terneros y C. muris, con ooquistes
mas grandes en ratones (Current et al., 1991). En 1990, se describi6é por primera
vez este parasito en las criptas gastricas de ratones asintomaticos de laboratorio

(Fayer R., 2004).



3.2. AGENTE ETIOLOGICO
3.2.1. Taxonomia

Las infecciones por C. parvum y C. muris, han sido reportadas en
mamiferos, teniendo en cuenta las caracteristicas morfoldgicas del ooquiste, C.
muris es la especie hallada en todos los casos de Criptosporidiosis humana
adecuadamente documentados. Las infecciones por C. baileyi, y C. melagridis
han sido encontradas en aves. Sin embargo, fue reportado el hallazgo de C.
baileyi en un paciente infectado con SIDA. Las infecciones por otras 17 especies
han sido descritas aunque no suficientemente documentadas, en mamiferos,
aves, peces Yy reptiles. La mayoria de los casos de Criptosporidiosis
documentados durante las ultimas dos décadas han sido a pacientes con SIDA.
Este hecho conduce a considerar a los Criptosporidios como parasitos
oportunistas con independencia de que esta parasitosis es mas frecuente y de
consecuencias mas graves en individuos con algun dafio en su sistema
inmunoldgico, la realidad es que la Criptosporidiosis es causa de diarreas tanto
en inmunocompetentes como en inmunodeprimidos (Flynn 1996).

El género Cryptosporidium esté incluido en la siguiente taxonomia:
Phylum Apicomplexa,
Clase Sporozoa,
Subclase Coccidia,
Orden Eucoccidiida,
Suborden  Eimeiina,

Familia Cryptosporidiidae.



La clasificaciébn taxondmica de ooquistes de Cryptosporidium se basa en la
morfologia, la especificidad del hospedador, y la localizacion anatomica de la
infeccidon. mas recientemente, ademas de la caracterizacion genético-molecular
asi como los criterios tradicionales (Cordero et al., 1999; Jellis et al., 2004).

Doce especies de Cryptosporidium se consideran validas vy
potencialmente puede ser encontradas en el medio ambiente: C. hominis
predominantemente en los seres humanos, C. parvum en los seres humanos y
otros mamiferos, C. andersoni en el ganado bovino, C. muris en ratones C. Felis
en gatos, C. wrairi en cobayos, C. meleagridis en pavos, C. baileyi en pollos, C.
saurophilum de los lagartos, C. serpentis en serpientes, y C. nasorum y C.
molnari en los peces (Tzipori et al., 1998; Nichols Campbell 2003) en base a la
taxonomia controversial de Cryptosporidium, se consider6 que todas las
especies de este género son potencialmente patégenas para el hombre
(Sturbaum et al., 2001; Tzipori et al., 1998).

De ser cierta esta hipétesis, la biologia, virulencia, transmision,
significacidbn nosoldgica, prevencion y epidemiologia en general, de las
diferentes especies y de las razas o genotipos de C. parvum, estan lejos de
conocerse con exactitud por lo menos, es légico pensar que los pacientes
inmunosuprimidos,  especialmente  aquéllos con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), podrian ser susceptibles a infecciones
oportunistas con una amplia variedad de especies y genotipos (Tzipori et al.,
1998). Hasta hace poco se consideraba que solo los genotipos bovinos y

humanos de C. parvum infectaban al hombre. Sin embargo, recientemente se



han descrito infecciones sintomaticas con C. felis, C meleagridis y el genotipo
parecido a C. parvum aislado de perros, en pacientes con SIDA (Pieniazek et al.,
1999; Morgan et al., 2000) y en nifios inmunocompetentes (Xiao et al., 2001).
Estos hallazgos sugieren que los parasitos zoondticos podrian jugar un papel
importante. en individuos inmunocompetentes se han encontrado los genotipos
humanos y bovinos de C. parvum en diversas areas, tales como, América del
Norte y del Sur, Europa, Australia y Kenia (Mc Lauchlin et al.,1999; Xiao et al.,
2000). Existen evidencias de que la distribucién de estos genotipos en los
humanos varia de acuerdo al area geografica. En condiciones endémicas, el
62% de las infecciones humanas en el Reino Unido son causados por el
genotipo bovino (Mc Lauchlin et al., 1999). Mientras que en Australia, Kenia,
Guatemala y Peru, es notorio el predominio del genotipo humano, el cual es
responsable del 85 a 92% de las infecciones (Xiao et al., 2000). En condiciones
epidémicas, este genotipo ha predominado, siendo el agente etioldgico del 75%
de 20 epidemias estudiadas en paises industrializados (Xiao et al., 2000). En
Venezuela, no se conoce cual de los dos genotipos de C. parvum es mas
frecuente en humanos. Un estudio regional sugiere que la transmision
antropozoondética es la dominante en una comunidad del Estado Zulia (Chacin-
Bonilla 1995), lo cual estaria a favor del predominio del genotipo humano. Sin
embargo, no se puede descartar que una proporcion de la poblacion adquiriera

infecciones secundarias de individuos que albergaran el genotipo bovino.



3.3. Morfologia

La forma diagnéstica en material fecal, de Cryptosporidium corresponde a
la forma de ooquiste, que aparece como una estructura esférica o ligeramente
ovoidal que mide de 4 a 6 mm de diametro. Cuando se observa en microscopia
de contraste de fases se ve que posee una doble pared y una estructura interna
formada de 4 esporozoitos vermiformes y cuerpos residuales que no son
claramente visibles. Pueden observarse varios tipos de ooquistes: ooquistes no
esporulados y los ooquistes esporulados, en los cuales en muchos casos es
posible observar los esporozoitos como lineas transversales claras y el cuerpo
residual como una mancha oscura excéntrica cuando estan tefiidos con Ziehl-

Neelsen modificado (Tay 1993).

ASPECTO ¥ CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE
QOQUISTES DE Crpywplrosporidiom sp. AISLADOS DE BECERROS

T.argo (Jim)

4.0-55; X+DE= 4.5+ 0,49
Ancho (puam)

3.5-50; XxDE=4,22+0,31
indice dela forma
0.9-1.38;: X+ DE=1,1=+0,10
N=241




3.4. Ciclo Biolégico

El ciclo inicia después de la ingestiébn de ooquistes esporulados por el
hospedero. Estos constituyen los Unicos estadios exdgenos y son excretados en
las heces, aunque también pueden ser excretados por la secrecion respiratoria o
nasal, ya que se han encontrado en el esputo en pacientes con SIDA (Fayer et
al., 1997).

Los ooquistes de Cryptosporidium spp., son similares a las otras
coccidias, tienen una capa interna y otra externa que se abren y los esporozoitos
salen del ooquistes. Una vez liberados los esporozoitos alcanzan el borde
luminal de los enterocitos mediante movimientos de contraccion, extension vy
deslizamiento. Ahi se invaginan siendo englobados por la membrana de la célula
hospedadora, que encapsula al parasito en el interior de la vacuola parasitofora
localizado en la superficie de la célula (Holland .1990; Butler Y Mayfield 1996), y
se desarrolla a estadio de trofozoito (Current et al., 1991).

El nucleo de cada trofozoito maduro sufre una division asexual, es decir
pasa a merogonia que resulta en el desarrollo de merontes tipo | y tipo Il (Butler
y Mayfield 1996; De Graaf 1999). El tipo | es el primero en aparecer en el ciclo
bioldgico y tiene 8 merozoitos, y el tipo Il cuenta con 4 merozoitos. los de tipo |
pueden generar nuevas merogonias de primera generacion o generar
merozoitos de tipo I, de estos se desarrollan los macro y microgametos, la
mayoria de los merozoitos tipo Il que entran en las células hospedadoras forman
microgametos, y solo unos cuantos forman microgametos en su interior: se cree

gue la temperatura corporal de los mamiferos, las sales biliares y posiblemente



la tripsina son los factores que mas influyen en esta fase. Los microgametos no
tienen flagelo y se une a los microgametos gracias al flujo intestinal. Esto lleva a
gue los microgametocitos produzcan la formacion de la pared de los ooquistes
que genera su resistencia al medio ambiente y asi logran transmitirse de un
hospedador a otro. En el ooquiste se formaran esporozoitos infectivos dentro de

su pared. Los ooquistes son arrojados por las heces (Current et al., 1999).

3.5. Epidemiologia

Ademas de constituir un agente etioldgico importante en la diarrea
neonatal de los becerros, C. parvum presenta gran interés en salud publica,
debido a su potencial zoondtico. Por tal motivo el disefio de planes estratégicos
para controlar la persistencia de la infeccion en una poblacion susceptible
depende principalmente del conocimiento de los factores que conducen a su

introduccién, transmision y diseminacion.

3.5.1. Reservorios y vias de transmision

Se considera que las fuentes potenciales de infeccion pueden ser muy
diversas, teniendo en cuenta que C. parvum es capaz de desarrollarse en
numerosas especies de mamiferos, las cuales eliminan ooquistes que pueden
ser infectivos para todas ellas. Por otra parte, estos estadios de resistencia del
parasito pueden estar presentes en rios, arroyos, embalses, en aguas residuales
tratadas o no, asi como en agua potable. Un ambiente donde confluyen un gran

namero de estadios infectivos y una gran cantidad de animales susceptibles,



predispone a la infeccion. Los animales de la explotacion pecuaria suelen ser
importantes fuentes para la contaminacion ambiental. Ovinos, caprinos, equinos,
porcinos y otras especies de importancia econdmica, son susceptibles a la
infeccion por C. parvum y eliminan ooquistes esporulados. Sin embargo, los
ovinos representarian en mayor riesgo, debido a su numero, amplia distribucion,
alta incidencia y niveles de infeccion. al respecto, se ha sefialado que los
becerros infectados, la excrecién de ooquistes de C. parvum dura entre 1 a 13
dias, con una media de 7 dias considerando de este periodo y la cantidad de
heces producidas diariamente, se calcula que en un becerro infectado puede
eliminar alrededor de 6 x 10 ooquistes durante su primer mes de vida (Uga et al.,
2000). Estos valores pueden ser superados en los cuadros de diarrea, siendo
indudable, que los animales diarreicos desempefian un papel importante en la
diseminacién de parasito y la transmisién directa de becerro a becerro. Tampoco
se debe desestimar el rol que puede cumplir los bovinos adultos o los becerros
asintomaticos como fuente de infeccién; asi mismo, los animales silvestres y
trasportadores mecanicos como fomites, insectos, aves y humanos pueden
actuar en la diseminacién del parasito. esto contribuye el hecho de que los
ooquistes pueden permanecer viables en el suelo o en el agua durante semanas
o0 meses, dependiendo de las condiciones ambientales, son resistentes a la
mayoria de los desinfectantes, incluyendo el cloro en las concentraciones

usadas en la purificacion del agua (Fayer 1989).



3.6. Transmision y Patogenia.
3.7. Signos y lesiones

Las infecciones son primeramente observadas en animales jovenes (Diaz
de Ramirez et al., 2004). En neonatos de 4 a 30 dias de edad, con una
morbilidad alta del 10 al 85%. (Ortolani et al., 2003) y animales con sistema
inmune comprometido, mientras que los animales adultos sanos contagiados
pueden ser asintométicos o desarrollar solo signos clinicos ligeros, en bovinos
adultos aparentemente no causa enfermedad manifiesta, pero la produccién de
leche se ha visto significativamente reducida en las vacas afectadas (Diaz de
Ramirez et al., 2004).

La enfermedad se caracteriza clinicamente por diarrea profusa y acuosa,
a veces con secreciones mucoides tefiidas con sangre, deshidratacion,
emaciacion, anorexia, debilidad, letargia o tenesmo. La enfermedad es mas
severa y letal cuando se complica con otros enteropatégenos como Escherichia
coli, Salmonella spp, Rotavirus o Coronavirus en hospedadores
Inmunodeprimidos (Aislan et al., 2001). Cryptosporidium han sido identificado
como el segundo agente infeccioso mas comun de diarrea en becerros (Fayer et
al., 1986). No existen signos patognomonicos que diferencien a la
Criptosporidiosis de procesos causados de otros enteropatdgenos. El principal
signo clinico es la diarrea profusa, asociada a la excrecion de un gran namero
de ooquistes en las heces (Ortega —Mora 2002). Acompafando a la diarrea y
dependiendo de diversos factores como los son la edad, el estado inmunitario y

las condiciones ambientales, que si son adversas y el manejo en la explotacion



no es buena, se puede producir brotes con elevada mortalidad Ortega-Mora
2002. Las heces suelen ser de un color amarillento y su consistencia varia de
pastosa a liquida, con un olor fétido. Generalmente, estos sintomas se prolongan
durante 3-5 dias en los casos mas leves y durante 1-2 semanas en los mas
graves. Para posteriormente, resolverse espontaneamente, pudiendo pasar
desapercibida en animales de mas de 30 dias de edad. en la resolucion de la
infeccién juega un papel decisivo la inmunidad especifica adquirida por el
neonato, de forma pasiva a través del calostro de su madre, y de forma activa
por el desarrollo del sistema inmune ademas de que si se producen infecciones
concurrentes con otros enteropatdégenos o con deficiencias en el manejo del
hato (Riggs et al., 2000). Como se ha sefialado ademas de la diarrea, la
inapetencia es también un signo caracteristico de la edad. La menor ingestién de
leche es muy marcada al inicio del proceso, incluso los animales peden llegar al
rechazo total del alimento, lo que unido a la reduccién en el aprovechamiento de
nutrientes por parte de un intestino lesionado, hace que el animal pierda peso.
La mala absorcién y la digestion deteriorada pueden resultar un sobre
crecimiento de la microflora intestinal, un cambio en la presién osmética a través
de la pared del intestino y en el flujo de fluido dentro del lumen del intestino
(Current et al.,, 1991). La infeccién en el epitelio intestinal puede producir
vellosidades romas, hiperplasia de la cripta, destruccion del citoesqueleto y
disminucién de la absorcion de sodio (McCole et al., 2000). Con frecuencia el
abomaso contiene leche coagulada sin digerir, el intestino delgado presenta

enteritis congestiva con mucosa hiperémicas mas no hemorragicas. El contenido



intestinal en ocasiones es amarillento y acuoso, puede haber acumulo de gas en
el ciego y colon sodio (McCole et al., 2000). Las lesiones histoldgicas incluyen
criptas, disminuciébn de la altura de la mucosa, atrofia y fusion de las
vellosidades. Bioquimicamente, las actividades enzimaticas de la mucosa
disminuyen. la perdida de las vellosidades, disminuye la actividad enzimatica de
la mucosa y reduce el area de superficie de la absorcibn comprometiendo la
digestion intestinal y absorcion de los nutrientes de la dieta. Ocurren problemas
de la digestion y mala absorcion de nutrientes en vacas jovenes infectadas con
Cryptosporidium spp. La acumulacién y fermentacién producen diarrea (Holland
1990).

La transmision ocurre via ingestion de los ooquistes infecciosos,
eliminados en las heces de un hospedador infectado (Power et al., 2005) a
través de la ruta oro-fecal, pero la infeccién puede resultar mediante la ingestion
de agua subterranea contaminada o alimento contaminado o por contacto por
fomites.

Los humanos pueden adquirir las infecciones de Cryptosporidium por
varia rutas de transmision directa (Xiao L, Morgan U. 2000) de persona a
persona 0 gente que trabaja con animales, o por contacto con objetos
contaminados, aunque la relativa importancia de éstas rutas no es conocida

(Butler y Mayfield 1996; Boak Packman 2001; Roy 2004).



3.7.1 Signos clinicos en los humanos

Este organismo puede causar diarrea persistente de 1 a 3 semanas (Kuhn
et al., 2002) en los individuos inmunocompetentes se manifiesta con un cuadro
de diarrea aguda generalmente autolimitante, siendo los nifios de edades entre 1
y 5 afios los principalmente afectados. Los sintomas son mucho mas graves en
enfermos inmunocomprometidos, en los que se originan un cuadro de diarrea
incoercible, fiebre, pérdida de apetito, pérdida de peso que puede persistir por
varias semanas y ser mortal por numerosas ocasiones (Griffiths et al., 1998).
Los mas afectados son los pacientes con SIDA, debido al déficit inmunitario que
produce la destruccién de linfocitos CD4 +. Por otra parte aunque el intestino es
la localizacibn mas frecuente en pacientes con SIDA se han descrito
localizaciones extraintestinales del parasito, especialmente en tracto respiratorio,
pancreas y conductos biliares. (Hunter et al., 2002). La forma respiratoria se
manifiesta fundamentalmente con tos persistente y disnea, mientras que el tracto
biliar, frecuentemente en los pacientes con Criptosporidiosis crénica, pueden
ocasionar sintomas de colangitis esclerosante, dolor en el cuadrante superior
derecho del abdomen, nauseas y vomitos. (Chen, 2002). Cabe destacar que la
introduccién de la “terapia antiretroviral altamente activa” en el tratamiento de la
infeccion por el VIH ah supuesto un descenso significativo en la morbilidad y
mortalidad producida por las infecciones oportunistas, entre ellas la

Criptosporidiosis (Lemoing et al.,1998).



3.8. Diagnéstico

Se efectla con técnicas directas o0 métodos inmunoldgicos. Los mas
usados se basan en la recoleccién de las deposiciones con o sin fijadores;
métodos de concentracion (Sheather) y de tincion con fucsina basica (Ziehl-
Neelsen modificado) o safranina (Garcia et al., 1983; Marshall 1997) se pueden
utilizar métodos de concentracidén, que permitan examinar una mayor cantidad
de heces, como las técnicas de flotacién con diferentes soluciones (sulfato de
cinc, sulfato magnesio, cloruro sédico ) (Ignatius et al., 1997). Se han evaluado
diversos métodos de concentracion, para la determinar el porcentaje de
recuperacion de ooquistes de C. parvum, en muestras de heces de becerros, el
método mas adecuado es el de flotacion con cloruro de sodio para la deteccion
de rutina y cuantificacién de ooquistes (Ignatius et al., 1997). en este caso se
recomienda el empleo de microscopio de contraste de fases para identificar el
parasito en observacion directa o realizar tinciones diferenciales: en este ultimo
grupo cabe citar las tinciones basadas en las propiedades acido-resistentes de
los ooquistes como la de Ziehl Neelsen modificada y sus variantes, estos
procedimientos que ofrecen buenos resultados para la deteccion microscépica
de ooquistes y diferenciando los ooquistes de las levaduras, que tienen forma y
tamafio similar; los ooquistes se tifien de rojo por ser acido-alcohol resistentes,
mientras que las levaduras no toman este color (Ignatius et al., 1997).. Se puede
utilizar la técnica de auramina/rodamina, seguida por la tincién de Ziehl Neelsen,
ésta es muy sensible y especifica aprovechada como herramienta para la

identificacion de Cryptosporidium (Clark y Douglas 1999). Ademas de los



métodos antes mencionados se han comercializado diversas técnicas
inmunoldgicas con anticuerpos monoclonales o policlonales inmunofluoresencia
indirecta, y anticuerpos humano especificos que permite detectar ooquistes en
diversos tipos de muestras (heces, agua) y cuya principal ventaja es la elevada
sensibilidad, aunque con algunas pruebas se ha demostrado la existencia de
reacciones cruzadas con otros microorganismos que pueden ser problematicos
cuando se analizan muestras ambientales (Fayer 2000).

La importancia adquirida como enfermedad de transmision hidrica ha
hecho que se haya comenzado a investigar la presencia de Cryptosporidium en
los ultimos afios, habiéndose desarrollado numerosos métodos para concentrar
(filtracidn a través de membranas o cartuchos de polipropileno, floculacion con
carbonato  calcico, centrifugacion de flujo  continuo, separacion
inmunomagnética) e identificar la presencia de ooquistes en este tipo de
muestras (microscopia, citometria de flujo, hibridacién fluorescente in situ, PCR)
(Fricker et al., 1998).

En este sentido la técnica de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
ha proporcionado la base para el desarrollo de una nueva generacion de
métodos diagndsticos debido a sus ventajas para detectar Cryptosporidium en
muestras clinicas y ambientales, tales como su sensibilidad para analizar
muestras con escaso numero de ooquistes (1 ooquiste segun los autores)
capacidad para analizar gran nimero de muestras y su potencial para eliminar
los falsos negativos obtenidos mediante la microscopia de fluorescencia o

caracterizar el genotipo de los aislados de Cryptosporidium, aunque



determinados contaminantes de laboratorio, como microorganismos no viables,

pueden dar lugar a falsos resultados positivos (Morgan et al.,1998).

3.9. Control y Tratamiento

En ausencia de tratamientos efectivos para la Criptosporidiosis resalta la
necesidad de medidas preventivas (Spano et al., 1998). Las medidas de control
basadas en las practicas de manejo, nutricibn e higiene del hato, que
contribuyen a minimizar el grado de explosion al agente infeccioso y que
aumenta el nivel de resistencia de los neonatos puede reducir significativamente
la morbilidad y difusion del parasito (Diaz et al., 2002)

El control de la Criptosporidiosis constituye un desafio y su principal
problema radica en que el parasito presenta una gran resistencia a los farmacos
antimicrobianos por lo tanto la enfermedad no tiene un tratamiento especifico
totalmente satisfactorio, ni en el ser humano ni en los animales. En la actualidad
no se dispone de farmacos satisfactorios capaces de prevenir o interrumpir el
desarrollo del parasito (Fayer et al.,,1997) aunque se han realizado
investigaciones para evaluar la actividad de gran numero de agentes, ninguno
ha sido considerablemente efectivo en los ensayos controlados, sin embargo
aunque el proceso ha sido lento, las investigaciones realizadas en los ultimos
afos han permitido identificar algunas moléculas con una cierta actividad frente
al parasito que pueden considerarse parcialmente eficaces (Fayer 2000).

En becerros infectados experimentalmente bajo condiciones controladas,

productos como lactato de halofuginona, decoquinato de sodio, y paromomicina,



logran reducir la severidad y la duracion de la diarrea asociada con la infeccion
por Cryptosporidium parvum (Fayer 1997). Todo se administra por via oral y en
general son mas eficaces cuando se administran preventivamente, reduciendo la
cantidad de ooquistes eliminados y la gravedad de la diarrea (De Graaf et al.,
1999).

En casos de diarrea, deberd realizarse un tratamiento de sostén puesto
que permite reducir el grado de deshidratacion y las pérdidas econdmicas
asociadas al retraso de crecimiento que produce la Criptosporidiosis. Para
combatir deshidratacidbn se requiere administrar soluciones isotonicas de
electrolitos, como lo son sodio, potasio, glucosa, aminoacidos, se debe de retirar
la leche durante un periodo de tiempo razonable (Butler y Mayfield 1996; Holland

1990).

3.9.1. Prevencién y Tratamiento en Humanos

En relacibn con el agua de bebida, se recomienda utilizar filtros
especiales para agua de menos de diametro, o hervirla durante 1 minuto antes
de su consumo; el agua mineral envasada, bebidas carbonatadas o jugos
comerciales envasados, deben ser consumidos solo aquellos cuyo
procesamiento incluye la pasteurizacion (Juranek, 1999). El habito de lavado de
manos con agua corriente y jabon antes de comer, preparar alimentos y atender
niinos o pacientes, al llegar al hogar procedente del trabajo o cualquier actividad,
después de la miccion o defecacion y de tocar animales, es la medida de

prevencion mas importante. (Juranek, 1995). Se han utilizado antibioticos y



quimioterapicos, coccidiostaticos, antiviricos, antidiarreicos, inmunoterapia e
inmunomoduladores. Se han ensayado sin éxito alrededor de un centenar de
esquemas terapéuticos y preventivos para la Criptosporidiosis en pacientes
inmunocomprometidos (Current et al., 1991).

Se ha utilizado en estos pacientes espiramicina durante 15 dias, la cual
puede ser eficaz transitoriamente (Stuart 2000). La paromomicina, antibiético del
grupo de los aminoglucésidos, con escasa absorcidn por via gastrointestinal,
parece ser prometedor en el tratamiento de la Criptosporidiosis. Un estudio
controlado, utilizando la paromomicina en pacientes con Criptosporidiosis
intestinal y SIDA, demostré su eficacia para reducir la sintomatologia y la
excrecion de ooquistes (White et al.,, 1994). La Nitazoxanida, utilizado en el
tratamiento de Criptosporidiosis intestinal, mostré eficacia en estudios realizados
en pacientes con SIDA (Smith et al., 1998). También se ha utilizado roxitromicina
a dosis de 300 mg. durante 4 semanas con escasos resultados. Actualmente no
existe quimioprofilaxis ni vacuna para la prevenciéon de la infeccibn o la

recurrencia de esta parasitosis (Smith et al., 1998).

IV. JUSTIFICACION

Teniendo como base todos los antecedentes descritos anteriormente,
conociendo la prevalencia de Cryptosporidium parvum gque existe en la Comarca
Lagunera, considerando los factores de riesgo como el medio ambiente, el
suelo, el agua, las madres, la edad del animal y la época del afio, y sabiendo

gue los ooquistes liberados se encuentran en el agua contaminada y en el agua



potable, haciéndolo transmisible al hombre, a bovinos y a otros mamiferos, se
decidio realizar el presente trabajo en la época de invierno para conocer la

prevalencia de la infeccion en becerras con diarrea.

V. MATERIAL Y METODOS
Fase de campo
Se obtuvieron 90 muestras de heces de becerras con diarrea de 9 hatos
lecheros de la Comarca Lagunera, que fueron transportadas al laboratorio en
refrigeracion, para su procesamiento.
Fase de laboratorio

Las muestras de heces se trabajaron en la Unidad de Diagndstico de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna. Se precedi6 a la
elaboracién de frotis, se secaron al aire y se tifieron con la tincion de Ziehl
Neelsen modificada. Se colocaron las laminillas en canastillas metalicas, en
orden por nimero de animal y de establo y se procedi6 a la tincion primero con
la solucion de carbol fucshina por 30 minutos. Posteriormente se enjuagaron en
agua quitando el exceso de colorante, se pasaron a una solucién de alcohol
acido al 1%, (Acido clorhidrico y alcohol al 70%) se sumergieron y se sacaron
inmediatamente hasta obtener un color rosado, se procedié a quitar el exceso
de colorante con agua corriente y se realizé la contratincion con azul de metileno
durante 5 minutos, se lavaron las laminillas para quitar el exceso de colorante,
se clarificaron con alcohol al 96%, alcohol absoluto y xilol y fueron cubiertas con

resina sintética y con cubreobjetos, para posteriormente observar al microscopio



con el objetivo de 40 aumentos (40x). El criterio de evaluacion se baso6 en la
observacion de ooquistes de color rojo brillante; se realiz6 la observacion de 25
campos, para dar un caso positivo, en caso de ser negativos se procedié a
contar 40 campos.

Para medir la intensidad de excrecion de ooquistes, se llevd a cabo
considerando el siguiente criterio:

Observacion de ooquistes

Negativo ) No se observaron ooquistes
Incipiente  (+) 1 a 10 ooquistes

Leve (++) 11 a 20 ooquistes
Moderado  (+++) 21 a 40 ooquistes

Severo (++++) Mas de 41 ooquistes

Andlisis estadisticos

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se tomaron muestras de 81 becerras y 9 becerros, de 1 a 35 dias de
edad con un promedio de 13 dias.

Los resultados obtenidos indican que de 9 hatos lecheros que se
muestrearon, el 100% fueron positivos a la infeccidén por Cryptosporidium spp. vy
por lo tanto presenta una alta prevalencia de la enfermedad en la region.

Atwill (1998), examinaron becerros de 7 a 21 dias y encontraron una
prevalencia del 92% (Atwill y Hlarp 1998), en nuestro estudio se encontré un

53.3% y anteriormente se encontré también en la Comarca Lagunera un 30% de



prevalencia Mijangos (2004). Sin embargo, Vergara-Castiblanco et al.,. (2001),
muestrearon 135 vacas adultas asintomaticas y no encontraron ninguna positiva
(Vergara-Casiblanco et al., 2001).

Castro-Hermida (2002), refieren que la edad es un factor de riesgo, asociado
con la infeccion de Cryptosporidium spp y ha sefialado que los primeros 30 dias
de vida de los animales se corresponden con el periodo de maximo riesgo de
infeccion con C. parvum (Castro-Hermida et al., 2002). Ortega-Mora (2002),
menciona que también hay que considerar la eliminacion de los ooquistes por
los adultos que actian como portadores asintomaticos. Las pruebas realizadas
en este estudio, en los establos lecheros de la Comarca Lagunera, coinciden
con los resultados de Castro-Hermida (2002), ya que las becerras con edades
de 1 a 30 dias son més susceptibles a la infeccién y el rango de mayor influencia
de infeccion es de 5 a 18 dias de edad (Castro-Hermida et al., 2002).

Anusz y col (1990), consideran que una de las mayores causas de diarrea
neonatal en los terneros es la criptosporidiosis y se le atribuyen pérdidas
econOmicas significativas en la industria ganadera de carne y de leche (Anusz et
al., 1990).

Algunas de las variaciones en la prevalencia observada en la
contaminacion fecal pueden ser explicadas por el uso de pruebas de diagnéstico
de diferente sensibilidad y especificidad, pero muchas de las variaciones
parecen ser el resultado de las diferencias en las poblaciones de ganado

estudiadas, incluyendo la diferencia entre los modos de operacién entre



explotaciones de leche y de carne, distribucion de edades y practicas de manejo
(Atwill et al., 2003).

Uga, Matsuo (2000) refiere que las fuentes potenciales de infeccion
pueden ser muy diversas, teniendo en cuenta que Cryptosporidium parvum es
capaz de desarrollarse en numerosas especies de mamiferos, las cuales
eliminan ooquistes que pueden ser infectivos para todas ellas. Ademas, estos
estadios de resistencia del pardsito pueden estar presentes en rios, arroyos,
embalses, en aguas residuales tratadas o no, asi como en agua potable. Un
ambiente donde confluyen un gran nimero de estadios infectivos y una gran

cantidad de animales susceptibles, predispone a la infeccion (Uga et al., 2000).



Cuadro 1. Prevalencia de Cryptosporidium spp en becerros Holstein de la
Comarca Lagunera.

Por hato Por hato

Establo n Edades n(+) % (+)
1 10 3-19 dias 8 80%

2 10 5-35 dias 3 30%
3 10 4-25 dias 8 80%
4 10 8-20 dias 8 80%
5 10 1-10 dias 4 40%
6 10 5-20 dias 2 20%
7 15 1-8 dias 6 40%
8 5 9-24 dias 5 100%
9 10 1-5 dias 4 40%
Total 90 13 dias 48 53.3%

n= numero de animales muestreados por hato
n (+)= namero de animales positivos por hato

% (+) = porcentaje de positivos por hato
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Figura 2. Edades de infeccién de Criptosporidiosis en becerras con diarrea de la

Comarca Lagunera.

La intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp en esta
investigacion fue la siguiente:

Incipiente  29%

Leve 3.3%

Moderado  5.3%

Severo 9%



VIlI. CONCLUSIONES

El presente estudio aporta informacion sobre la incidencia de la
eliminacién de ooquistes de Cryptosporidium parvum, en becerras de 9 establos
lecheros de la Comarca Lagunera muestreadas en meses frios.

Se evidencié que todos los animales eliminaron ooquistes del parasito
entre los 5y 18 dias de edad.

Los becerros infectados con el parasito tienen mayor riesgo de manifestar
diarrea, especialmente en los animales menores de 30 dias de edad.

La prevalencia de Cryptosporidium spp. en becerras con diarrea de la

Comarca Lagunera es de 53.3%.
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