UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL

Identificacion de Cryptosporidium spp en el medio
ambiente en un hato lechero de vacas y borregas
proximas al parto.

POR

LILEYNI DE LA CRUZ BRAVO

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OBTENER EL TITULO DE:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Torreon, Coahuila, México Septiembre de 2008



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL

TESIS

Identificacion de Cryptosporidium spp en el medio
ambiente en un hato lechero de vacas y borregas
proximas al parto.

APROBADA POR EL COMITE PARTICULAR DE
REVISION

PRESIDENTE DEL JURADO

; yy

M.C.V RAMON ALFREDO BELGADO GONZALEZ

COORDINADOR DE LA DIVISION REGIONAL
DE CIENCIA ANIMAL

M.C. JOSE SCO SANDOVAL ELIAS

Torreén, Coahuila, México Septiembre de 2008



Identificacion de Cryptosporidium spp en el medio
ambiente en un hato lechero de vacas y borregas
proximas al parto.

TESIS ELABORADA BAJO LA SUPERVISION DEL COMITE
PARTICULAR DE ASESORIA Y APROBADA COMO REQUISITO
PARCIAL PARA OBTENER EL TITULO DE:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

PRES!DENTE JL JURADO

oo Y.

M.C.V. ﬁ(AMON ALFRE %ADO/GONzALEz
7

Q VOCA
M.V.Z. JOSE GUA PE RODRIGUEZ MARTINEZ
. VOGAL

%’)”” %&m&%ﬂ

M.V.Z. MA. C?’L}ﬁDALUPE DE LA FUENTE SALCIDO

Torreon, Coahuila, México Septiembre de 2008



| DEDICATORIA
A DIOS
Por haberme dado la gran oportunidad de vivir, de conocer a mis
companeros y profesores con los que convivi por S anos y participaron
en mi formacion para que yo cumpliera mis metas.
Las pruebas que puso en mi camino para darme cuenta del valor que

debo de tener para enfrentarme a los obstaculos que se presentan.

A MIS PADRES

Sra. Feliciana de la Cruz Vite que es mi abuelita que es como
una madre para mi, por el tiempo que e convivido con ella de pequena
y por los momentos alegres cuando estoy a su lado.

Sra. Liboria Bravo Vite. Por haberme cuidado dentro y fuera de
su ser, por sus consejos que me han hecho madurar y por el gran apoyo
incondicional que me ha brindado en los momentos buenos y malos
muchas gracias mama.

Sr. Leonel De la Cruz Vite. Por sus consejos que me daba cada vez
que podia platicar con el a cerca de la formacion profesional, que debe
uno de disfrutar tanto a sus companeros como a sus maestros porque
los anos pasan y el tiempo no regresa, cada momento bueno o malo que

pasa uno y por algo pasan las cosas.



A MIS HERMANOS

Luis Felipe de la cruz Bravo y Feliciana de la Cruz Bravo por
entenderme cuando decidi dejarlos para venirme para formarme como
profesionista, porque cada vez que nos despediamos se aguantaban las
ganas de llorar para que yo me viniera feliz aunque por dentro ellos se
sentian tristes, con la esperanza de que cuando pudiera me

comunicara con ellos o llegaran las vacaciones yo fuera a verlos.

A MIS AMIGAS (0S)

Brenda Guadalupe Garcia Diaz, Gabriela Hernandez Arenas ,
Azucena, Oriel Roriguez Borrallas, por la paciencia que me brindaron
cuando los necesitaba, por su comprension en algunas cosas que para
mi eran dificiles y al pedirle sus consejos sobre las vivencias que ellos
han tenido me ayudaban a encontrar la soluciéon, sobre todo por los

momentos agradables y desagradables que pasamos juntos.

A MIS COMPANEROS

Por que me aceptaron como un mienbro del grupo “B” por los
momentos que pasamos dentro y fuera de la escuela.
Por las aventuras que pasamos cada vez que teniamos la oportunidad
de convivir como grupo, el tiempo que pasamos juntos que fue 5 anos
aprendi mucho de ellos, cada uno era distinto pero todos teniamos la

misma meta trazada.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autéonoma Agraria Antonio Narro por haberme
brindado mi formacion académica y mi estancia durante estos cinco
anos. Al laboratorio de parasitologia de la Unidad de Diagnostico por
darme la oportunidad de realizar y analizar las pruebas para llevar

acabo mi tesis.

A mis Asesores M.C.V. Ramon Alfredo Delgado Gonzalez y M.V.Z.
José Guadalupe Rodriguez Martinez por su paciencia, apoyo
incondicional y asesoria que me brindaron, desde que inicié y después

de que finalicé esta tesis.

A mis sinodales: M.V.Z. Ma. Guadalupe de la Fuente Salcido ,

M.V.Z. Luis Javier Prado Ortiz, por haber aceptado ser miembros del

jurado.



RESUMEN

Se realizo esta investigacion en un establo del ejido la Partida,
Municipio de San Pedro de las Colonias de la Comarca Lagunera con la
finalidad de Identificar el parasito Cryptosporidium spp en muestras de
suelo y heces en una crianza de ovejas y vacas proximas al parto.

Se recolectaron 20 muestras de ovejas y 20 muestras de vacas proximas
al parto.

Las muestras que se obtuvieron fueron procesadas con la técnica
de Ziehl-Neelsen modificada para determinar la presencia y intensidad
de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp.

En las 20 muestras tomadas en ovejas proximas al parto.

Se demostré que en 10 muestras que se tomaron del suelo de los
corrales fueron negativas y 10 muestras tomadas de heces fecales
todas fueron positivas a la presencia de Cryptosporidium spp siendo
un 100% con una intensidad de eliminacién de ooquistes que estuvo
entre los grados leve a moderado.

También de las 20 muestras que se obtuvieron de las vacas
proximas al parto en 10 muestras de heces fecales se obtuvieron
resultados negativos y en 10 muestras de suelo todas fueron
positivas a la presencia de Cryptosporidium spp siendo un 100 % Con
una intensidad de eliminacion de ooquistes entre grados moderado a
severo.

Palabras clave: Cryptosporidium spp., suelo, heces, ambiente.
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I INTRODUCCION

El parasito Cryptosporidium spp es un protozoario que causa una
enfermedad gastrointestinal en animales domésticos y humanos. Para los
individuos inmunodeficientes, estas infecciones pueden llevar a la diarrea
cronica y muerte. Los ooquistes de Cryptosporidium estan presentes en el
agua de bebida tratada y cruda, incluso se han presentado epidemias de
Criptosporidiosis en paises industrializados al beber agua contaminada,
como el ocurrido en Milwaukee en 1993 y causaron alrededor de 400,000
casos clinicos. Los ooquistes de Cryptosporidium spp son resistentes a los
tratamientos de agua y desinfectantes quimicos, y un numero bajo de
ooquistes viables pueden causar la infeccion. (Morita y col. 2002; Xiao y
col. 2004).

Las diarreas neonatales son mas frecuentes durante las primeras
semanas de vida de los pequenos rumiantes. Desde el punto de vista
econoémico, originan cuantiosas pérdidas en las explotaciones debido a la
mortalidad que ocasionan, el retraso del crecimiento de los animales que
se recuperan y el costo economico de los medicamentos utilizados en su
tratamiento o prevencion (Graff y col. 1999; Amar y col. 2001). Entre las
causas desencadenantes de estas patologias se incluyen diversas
enfermedades infecciosas y parasitarias destacando en este grupo la
Criptosporidiosis, que se manifiesta entre la primera y la tercera semana
de vida de los corderos y terneros que se considera una de las causas

mas frecuentes del sindrome de diarrea neonatal (Riggs y col. 2002).



Estudios realizados en la Comarca Lagunera reportan infecciones
severas de la enfermedad en corderos, encontrandose que los corderos de
O a 15 dias de edad son los mas susceptibles a la Criptosporidiosis
(Barona, 2007; Barrera, Torres 2007 ). Uno de los principales problemas
para la erradicacion de la Criptosporidiosis en ovinos es el
desconocimiento de las fuentes de contaminacion del parasito, por tal
motivo la finalidad de la presente investigacion es buscar al parasito en
suelo y heces en una crianza de ovejas y vacas proximas al parto

conocidos con prevalencia alta de Criptosporidiosis.

CRYPTO SPP SUELO, HECES AMBIENTE



II ANTECEDENTES
2.1 Historia

El Cryptosporidium es un parasito protozoario intracelular obligado
de 4 a 6 micrometros de diametro que pertenece al Phylum Apicomplexa el
cual incluye a los géneros Besnoitia, Caryospora, Eimeria, Frankelia,
Isospora, Sarcocystis y Toxoplasma (Tzipori y col. 1980).

La primera especie de este género de Cryptosporidium fue
establecida por Ernest Edward Tyzzer en 1907. El cual fue encontrado
afectando a las glandulas gastricas de un ratén, el cual nombré como
Cryptosporidium muris y una segunda especie que denominé C. parvum
fue encontrado en el intestino delgado de un ratén cuatro afios mas tarde
(Xiao y col. 2004).

Los parasitos protozoarios del género Cryptosporidium se
reproducen dentro de las células epiteliales de los 6rganos respiratorio y
digestivo de los vertebrados (Parisi y col. 1995; Graff y col. 1999). Desde
que el género fue descrito por Tyzzer en 1907 mas de 20 especies de
Cryptosporidium han sido descritas en varios hospedadores mamiferos.
Actualmente de 6 a 8 especies de Cryptosporidium son consideradas
validas para la mayoria de los investigadores, C. parvum, C. muris, C.

wrairt, C. felis, C. meleagridis, C. baileyi, C. serpentis, y C. nasorum.
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(Morrissette y Sibley 2002). Los parasitos Cryptosporidium afectan a una
amplia gama de mamiferos, aves, reptiles y peces (Zhu y col. 2000).

La especie de mayor interés es el C. parvum por la importancia que
tiene desde el punto de vista sanitario, debido a su escasa especificidad de
hospedador, debido a que puede ser zoondético. Sin embargo, también se
ha demostrado la transmision de persona a persona de este parasito
(Morrissette y Sibley 2002; Walker y Redelman 2004). La Criptosporidiosis
es una causa importante de muerte en infantes en muchos paises
tropicales y a nivel mundial (Xiao y col. 2004). El Cryptosporidium parvum
es el causante de diarreas en el ganado joven en animales neonatos y en
individuos inmunodeficientes y se ha reportado en todo el mundo que la
enfermedad causada por C. parvum es transmitida por la ingestion de

agua (Qamruddin y col. 2005; Sulaiman y col. 1999).

2.1.1 Etiologia

Cada especie o genotipo de Cryptosporidium tiene una especificidad
por un hospedero distinto (Lowery y col. 2000). En la actualidad la
identificacion de Cryptosporidium spp y sus genotipos es realizada por el
método de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de la
secuencia de antigenos y genes estructurales (Lowery y col. 2000; Spano y
col. 1998). De las especies validas actualmente estan incluidas el C.
andersoni (ganado), C. baileyi (pollos y algunas otras aves), C. canis
(perros), C. felis (gatos), C. galli (aves), C. hominis (humanos), C.

meleagridis (aves y humanos), C. molnari (peces), C. muris (roedores y
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algunos otros mamiferos), C. parvum (rumiantes y humanos) C. wrairi
(cerdos de guinea), C. saurophilum (lagartos y viboras). Y C. serpentis

(viboras y lagartos). (Sulaiman y col. 1999; Xiao y col. 2004).

Cuadro 1: Clasificacién taxonémica de Cryptosporidium (Current y Garcia, 1991).

Clasificacién Nombre Caracteristicas biolégicas

Phylum Apicomplexa Tienen un complejo apical con anillos
polares, roptrios, micronemas, conoides y
microtubulos subpeculiares.

Clase Sporozoasida La locomocién de las formas invasivas de
estos organismos se da por la flexion
deslizante del cuerpo u ondulacién.

Subclase Coccidiasina Ciclo sexual con merogonias,
gametogonias y esporogonias.

Orden Eucoccidiorida Merogonias se encuentran presentes en
hospederos vertebrados.

Suborden Eimeriorina Gametos masculino y femenino se
desarrollan independientemente.

Familia cryptosporidiidae | Monoxeno (Ciclo de vida en un solo

hospedador) con etapas de desarrollo solo
debajo de la membrana de la célula
hospedadora;  ooquistes con  cuatro
esporozoitos; microgametos sin flagelos.




Cuadro 2: Nombres de las especies de Cryptosporidium (Fayer y Ungar, 1986)

Especie Autor Hospedador
C. agni Barrer y Carbonell, 1974 Ovis aries (oveja
doméstica)
C. ameivae Arcay de peraza y Bastardo de San | Ameiva ameiva
José, 1969 (lagartija)
C. anserinum Proctor y kemp, 1974 Anser anser (ganso
doméstico)
C. baileyi Current, Upton y Haynes, 1986 Gallus  gallus  (pollo
doméstico)
C. bovis Barker y Carbonell, 1974 Bos  taurus  (bovino
europeo)
C. crotali Triffit, 1925 Crotalus confluens
(vibora)
C. ctenosauris Duszynski, 1969 Lagartija costarriquena
C. cuniculus Inman y Takeuchi, 1979 Oryctolagus  cuniculus
(conejo doméstico)
C. felis Iseki, 1979 Felis catis (gato
doméstico)
C. garnhami Bird, 1981 Homo sapiens (hombre)
C. lampropeltis Anderson, Dusynski, Marquardt, | Lampropeltis calligaster
1968 (lagartija)
C. meleagridis Slavin, 1955 Meleagridis  gallopavo
(pavo)
C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus (ratén
doméstico)
C. nasorum Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsman y | Naso literatus (pez)
Ferguson, 1981
C. parvum Tyzzer, 1912 Mus musculus (raton
doméstico)
C. rhesi Levine, 1981 Macaca mulatta (mono
rhesus)
C. serpentis Levine, 1981 Viboras colubridas y
crotalidas
C. tyzzeri Levine, 1961 Gallus  gallus  (pollo
doméstico)
C. vulpis Wetzel, 1938 Vulpes vulpes (zorra
comun europea)
C. wrairi Vetterling,Jervis,Merrill, Sprinz, | Cavia porcellus (cerdos

1971

de guinea)

2.1.2 Morfologia




Entre las coccidias los ooquistes del género de Cryptosporidium son
los mas pequenos esféricos y ovoides. El Cryptosporidium muris tiene un
promedio de 5.6 y 7.4 micrometros y el C. parvum mide de 4 a 6
micrometros. Son las mas infecciosas para la mayoria de las especies.
Cada uno de los ooquistes esporulados contiene 4 esporozoitos,
compuesto de numerosos granulos pequenos y limitado por una
membrana globular esférica. La pared de los ooquistes es lisa y sin color
de un promedio de 50 nandémetros de grosor. Se estima que
aproximadamente un 80% de los ooquistes que se forman tienen una
pared gruesa (doble cubierta) y cuando se eliminan con las heces son
infectantes para otros animales. Los ooquistes restantes (20%) poseen una
pared fina (una unidad de membrana) que se rompe tras su salida de la
célula hospedadora, permitiendo la liberacion de los esporozoitos que
invaden nuevas células epiteliales. Este fenomeno, conocido como
autoinfeccion (Morrissette y Sibley, 2002; Fayer y Ungar, 1986; Hodges,

19909).

2.1.3 Ciclo Biologico

El ciclo biologico del Cryptosporidium spp es directo y monoxeno
comprende de tres fases que se llevan acabo en el tracto digestivo del
hospedador que son (merogonia, gametogonia y esporogonia). Presenta
una serie de caracteristicas diferenciales tal como la resistencia a los
farmacos, especificidad del hospedador, y la capacidad de autoinfeccion

( Pickerd y Tuthill, 2005; Graff y col. 2002).



La infeccion ocurre cuando los nimales ingieren ooquistes
esporulados que se desenquistan en el tracto digestivo permitiendo la
salida de 4 esporozoitos a través de una sutura de la pared. Los
esporozoitos alcanzan las microvellosidades del intestino delgado
produciendo una invaginacion de la célula epitelial para formar la vacuola
parasitofora en cuyo interior el parasito se transforma en un trofozoito
(Kehl y col. 1995; Hommer y col. 2003).

Los esporozoitos son diferentes porque se encuentran dentro de un
trofozoito. La reproduccion asexual del parasito se produce mediante dos
fases de esquizogonia (o merogonia) de las cuales se forman 2 esquizontes
en el interior de las células parasitadas. Los esquizontes de primera
generacion dan lugar a la formacion de 6 a 8 merozoitos tipo 1. Cuando el
merozonte es maduro cada merozoito puede invadir a una nueva célula
del hospedero donde se desarrolla dentro del merozoito 1 a tipo merozoito
2 de los cuales se liberan 4 merozoitos cuando maduran los merozoitos de
tipo merozonte 2 invaden a nuevas células del hospedero donde ellos
comienzan la multiplicacion sexual (gametogonia) diferenciandose de
cualquier microgametocitos masculinos y los estados de macrogametos
femeninos. En la maduracion los microgametos contienen esperma que
fertilizaran a los macrogametos. El macrogameto fertilizado se desarrolla
dentro de los ooquistes cuando se encuentran esporulados en su sitio, en
la realizacion de esporogonia contiene cuatro esporocistos potencialmente
infectivos. Algunos ooquistes se salen del cuerpo de los animales por la via

del excremento, considerando que otros sueltan esporozoitos dentro del



cuerpo que puede repetir el ciclo de merogonia, gametogonia, y

esporogonia (Fayer y Ungar, 1986; Rossi y col. 2005; Hodges 1999).

El periodo de prepatencia es entre 2 y 7 dias en corderos y en torno
a 4 dias en cabritos, aunque puede ser superior cuando la dosis infectante
es baja o conforme se incrementa la edad del animal en el momento de la
primera infeccion. La dosis infectante media se ha estimado en tan sélo

cinco ooquistes (Hodges, 1999).

Trofozaito
Esporozoito

Exqguistacion Cé,'”"-?'
i Epitelial del

Autoinfecoion Ingestion  hospedsra
1

Salida por el
| CuUErpo

Ooguiste Oouiste
maduro inmaduro

Macrogameto

Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. El esporozoito se desenquista de un
ooquiste y entra en las microvellosidades de una célula epitelial, donde se transforma a
trofozoito. Los trofozoitos, se multiplican para formar merontes tipo 1 (esquizontes). Un
merozoito tipo 1 que es producto del meronte tipo I , dan origen a un meronte tipo 2. Un
merozoito tipo 2 deja el meronte tipo 2 para formar microgametos o macrogametos. El

microgameto fertiliza al macrogameto, que se desarrolla en un ooquiste. Los ooquistes
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esporulan en el sitio y pueden liberar esporozoitos para la autoinfeccion o salen del cuerpo por

las heces (Fayer y Ungar 1986).

2.2 Epidemiologia

La infeccion ocurre cuando los animales ingieren los ooquistes
esporulados por medio de las heces contaminadas de animales infectados,
o a través del medio ambiente, alimento o agua y por ooquistes eliminados
en heces de otros animales parasitados, que contaminan la cama de la
explotacion o las ubres de las madres. (Sonea y col. 2002).

El elevado numero de ooquistes que excretan los animales enfermos
durante la fase aguda hacen que constituyan la principal fuente de
infeccion. Los corderos y cabritos parasitados pueden eliminar
diariamente hasta 2 x 10° ooquistes y en torno a 1010 durante todo el
periodo de patencia, y en el ganado bovino puede eliminar diariamente de
106 o 107 de ooquistes por lo que el mayor peligro que tiene un animal de
contraer la enfermedad es por el contacto con otro ya enfermo. Por esta
circunstancia, la prevalencia suele ser superior en explotaciones con un
elevado numero de corderos y terneros con condiciones higiénicas
deficientes que se consideran factores de riesgo. La mayoria de los brotes
se presentan en las épocas de partos, en otoflo - invierno y primavera y la
incidencia es superior al final de la época de partos, como consecuencia
de la alta contaminacion de la explotacién (Tetley y col. 1998; Reed y col.

2002).
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La resistencia de los ooquistes a las condiciones adversas del medio
exterior es un factor importante en la epidemiologia, puesto que pueden

mantenerse viables durante varios meses en el suelo de las explotaciones.

Por este motivo, las condiciones higiénicas deficientes y el uso de corrales
contaminados con ooquistes eliminados por animales enfermos en
parideras anteriores y han sobrevivido en el suelo de las explotaciones
también son el origen de numerosos brotes. Una fuente de infecciéon la
representan los animales adultos que actian como portadores
asintomaticos y posibilitan el mantenimiento de la infeccion en la
explotacion entre parideras sucesivas. Los ooquistes del Cryptosporidium
son resistentes a los tratamientos de agua, es el enteropatogeno mas
frecuente tanto en corderos como en cabritos durante las primeras
semanas de vida (Spano y col. 1998; Kuczynska y Shelton, 1999; Graff

1999).

2.2.1 Patogenia

Los mecanismos fisiopatolégicos que desencadenan el cuadro
diarreico en las infecciones por Cryptosporidium spp no se conocen
totalmente, aunque es evidente que la mucosa intestinal padece lesiones
provocadas por el desarrollo de las fases de esquizogonia en los

enterocitos apicales, que produce la atrofia y fusién de las vellosidades
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intestinales y la pérdida de enzimas digestivas del borde luminal (Graff y
col.1999).

Las microvellosidades del enterocito en condiciones normales se
amplifican 20 veces la superficie de absorcion, por lo que su destruccion
origina una reduccion acompanada de una accion reparadora de las
criptas intestinales, con sustitucion de los enterocitos danados por una
poblacion celular inmadura y con baja capacidad enzimatica y de
absorcion. Estos factores desencadenan un proceso de mala absorcion y
alteraciones en la actividad enzimatica de las células que originan una
diarrea por absorcion y digestion deficiente. Los azuicares no absorbidos,
en particular la lactosa, se degradan en el intestino produciendo acidos
volatiles que dan lugar a cambios en la presion osmotica y originan el flujo
masivo de liquidos hacia la luz del intestino, contribuyendo al cuadro

diarreico ( Millership y col. 2004; Petry y col. 1995).

2.3 Signos y Lesiones

Las infecciones son subclinicas a partir del primer mes de edad,
aunque resulta dificil separar los efectos dependientes de la edad de los
derivados de la inmunidad adquirida. En condiciones naturales, la
mayoria de los animales se infectan durante los primeros dias de vida, por
lo que los brotes de la enfermedad se manifiestan durante el periodo
neonatal y entre la primera y tercera semana de vida (Morrissette y Sibley,

2002).
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Los sintomas generalmente se presentan en aproximadamente 3-5
dias, aunque en los casos mas graves puede prolongarse entre 1 y 2
semanas (Graff y col. 1999).

La diarrea se presenta con la eliminacion de un elevado numero de
ooquistes, que alcanza el maximo entre el dia 5- 6 post-infecciéon (pi.) y
desaparece entre los dias 10-15 (pi). La duracién del periodo de patencia
depende de tales factores como la edad o el estado inmune del
hospedador. La mortalidad puede ser elevada si se producen infecciones
concurrentes con otros enteropatogenos o en casos de deficiencias en el
manejo (Hou y col. 2004).

La manifestacion clinica principal de la Criptosporidiosis es un
sindrome diarreico que cursa con la eliminacion de heces amarillentas, de
consistencia pastosa o liquida, acompanado de otros sintomas tales como
apatia, dolor abdominal, deshidratacion y anorexia. Este ultimo signo es
responsable del retraso del crecimiento y la pérdida de peso de los
animales afectados, que algunos autores han cifrado en torno a 2 kg
durante el primer mes de vida de los corderos (Graff y col. 1999; Xiao y
col. 2000).

En la necropsia de corderos parasitados, las lesiones macroscopicas
que se observan son una enteritis catarral aguda, con congestion y edema
del intestino, que aparece distendido por la acumulacion de gas y presenta
un contenido amarillento y acuoso. Los nédulos linfaticos mesentéricos
estan tumefactos y el abomaso frecuentemente contiene coagulos de leche

sin digerir (Fayer y Ungar, 1986).
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El estudio histolégico demuestra que el intestino delgado es la
porcion mas afectada, especialmente la parte final del yeyuno e ileon,
donde se observa atrofia de las vellosidades, y sustitucion del epitelio
danado por un epitelio cubico, con nucleos desordenados y superficie

irregular (Graff y col. 1999).

Las microvellosidades de las células parasitadas aparecen
destruidas, mientras que en las criptas de Lieberkthn se mantiene el
epitelio cilindrico, pero con abundantes figuras mitéticas (Graff y col.

1999).

2.4 Diagnostico

El diagnéstico de la Criptosporidiosis se debe realizar mediante la
identificacion del parasito en muestras de los animales afectados
utilizando diversas técnicas de laboratorio, puesto que los sintomas de la
enfermedad son inespecificos y pueden ser producidos por otras
patologias entéricas de origen infeccioso y/o parasitario causantes de
diarrea neonatal (Graff y col. 1999).

El diagnostico de laboratorio hasta la década de los anos 80 se
realizaba mediante la identificacion de estados endogenos del parasito en
cortes histologicos de intestino tenidos con diferentes tinciones
histologicas (Current y Garcia, 1991). En la actualidad , el diagnoéstico de
Criptosporidiosis se realiza mediante la detecciéon de ooquistes en

muestras de heces que deben ser llevadas al laboratorio en fresco o fijadas
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con diversas soluciones (formol 10%), aunque el pequefio tamano de los
ooquistes y su similitud con diversas levaduras exige el empleo de técnicas
coprologicas y tinciones especificas (Cevallos y col. 2000).

Una técnica consiste en realizar frotis fecales directos y diversas
tinciones negativas (tincion de Heine) que es un método de ejecucion facil
y rapida, aunque poco sensible debido a la escasa cantidad de heces que
se examina (aprox. Frotis / 0,001gr. ). Las técnicas de concentracion
permiten examinar una mayor cantidad de heces y facilitan la
identificacion de los ooquistes al separar los restos fecales. En este grupo
se incluyen las técnicas de flotacion con diferentes soluciones (sacarosa de
Sheather, sulfato de cinc, sulfato magnésico, cloruro sodico), mediante el
empleo del microscopio de contraste de fases para identificar los
ooquistes, asi como las técnicas de sedimentacion con formol - éter o
formol - acetato de etilo, que ofrecen la posibilidad de identificar el
parasito en vision directa o realizar tinciones diferenciales. En este ultimo
grupo se incluyen las tinciones basadas en las propiedades acido-
resistentes de los ooquistes (Ziehl-Neelsen modificada, tinciones con
safranina y las tinciones con fluorocromos como la auramina, que
requieren el empleo de microscopio de fluorescencia (Fayer y Nerad, 1999).

Las técnicas inmunologicas permiten identificar los ooquistes en
frotis fecales directos o concentrados mediante técnicas de
inmunofluorescencia o ELISA utilizando anticuerpos monoclonales o
policlonales frente a componentes de la pared. Este tipo de técnicas,
especialmente las de inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales

resultan especialmente sensibles, por lo que son las mas aconsejables
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para procesar muestras con escaso numero de ooquistes. Se debe de tener
en cuenta que la deteccion de ooquistes en las muestras de heces es
variable dependiendo de la técnica utilizada. En pequefios rumiantes, el
numero minimo de ooquistes se puede detectar mediante las técnicas de
Ziehl- Neelsen modificada y de inmunofluorescencia aplicadas sobre
muestras concentradas se ha estimado en 100 y 1000 ooquistes/gr
(Quilez y col. 2003).

Las técnicas de PCR también se utilizan para detectar la presencia
de ooquistes del parasito en diversos tipos de muestras, que poseen como
principal ventaja una sensibilidad elevada y resultan especialmente
idoneas para el procesado de muestras con escaso numero de ooquistes o
para caracterizar el genotipo de diversos aislados de C. parvum. La
desventaja que tienen es que, son técnicas laboriosas que requieren una
infraestructura costosa, por lo que su empleo esta restringido a algunos
laboratorios y no se utilizan para realizar el diagnéstico de la infeccién en

los animales (Reed y col. 2002; Quilez y col. 2003).

2.5 Prevencion y Control

Debido a la ausencia de farmacos eficaces en el tratamiento de
Criptosporidiosis, juegan un papel importante las medidas higiénicas y de
manejo que constituyen la herramienta mas eficaz en el control de la
enfermedad, con el fin de destruir los ooquistes presentes en el medio y
reducir la transmision de la enfermedad a los animales durante las

primeras semanas de vida (Graff y col. 2002).
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La limpieza y desinfeccién de los sitios que se utilizan para los
partos y jaulas donde se alojan o se han alojado animales, mediante la
utilizacion de desinfectantes quimicos o calor humedo. Aunque los
ooquistes son extremadamente resistentes a muchos desinfectantes, las
soluciones de amonio (5%) y el formaldehido (10%) los destruyen . El
peréxido de hidrégeno y el "Oocide" (mezcla de amonio e hidréxido s6dico)
también reducen notablemente la infectividad de los ooquistes, separar los
animales enfermos de los sanos y utilizando distinto calzado en el cuidado
de ambos para evitar la diseminacion de la enfermedad (Quilez y col.
2003).

Otras medidas sanitarias es renovar peridodicamente la cama para
evitar la acumulacion de materia fecal contaminada (Piper y col.1998).

Evitar el hacinamiento, reduciendo la densidad de los animales
recién nacidos en las zonas de partos y separando los animales por lotes y
asegurarse de que los animales recién nacidos tomen calostro de buena
calidad y en cantidad suficiente, los anticuerpos calostrales no protegen
frente a la infeccion, pero reducen la gravedad de los sintomas e
incrementan la resistencia de los animales a otros patogenos entéricos.
Por lo que se recomienda que los animales ingieran calostro durante las
primeras 6 horas de vida, proporcionando a los animales nacidos de
madres primerizas un suplemento de calostro de vacas o ovejas mas
viejas. Debido a que han tenido mas contacto con agentes patogenos

(Quilez y col. 2003; Slifko y col. 1997).
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2.6 Tratamiento

La Criptosporidiosis es una enfermedad que actualmente no tiene
tratamiento satisfactorio a pesar del elevado numero de antibiéticos o
antiprotozoarios que se han evaluado. Por lo que sugieren la prevencion
mediante medidas sanitarias como el mejor método para el control de este
parasito (Tziporiy col. 1981).

Los farmacos que han resultado parcialmente eficaces en el
tratamiento de la enfermedad son el Lactato de Haluginona, que se utiliza
en dosis de 0.5 mg/kg al dia durante un periodo de administracion 1- 5
dias en corderos y de 3 — 14 dias en becerros (Theodos y col. 1998). Se ha
sugerido el uso del Sulfato de Paromomicina, en dosis de 100 mg / kg
cada 24 horas durante un periodo de 2 — 3 dias en corderos, y 11 dias en
becerros. La ciclodextrin se utiliza en una dosis de 500 mg /kg por dia
durante 3 dias.

El Decoquinato la dosis es 2,5 mg/ kg cada 24 horas en un periodo de 21
dias para corderos y 8 semanas para becerros. Recientes estudios
demostraron un beneficio en la wutilizacion de Decoquinato como
tratamiento de prevencion para la Criptosporidiosis (Quilez y col. 2003;

Graff 2002).
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El calostro hiperinmune administrado a becerros durante los
primeros 7 dias de vida no los protege contra esta enfermedad, debido a
que este parasito es intracelular. Por lo que respecta a la vacunacion, los
estudios realizados en becerros utilizando ooquistes de C. parvum
liofilizados no han proporcionado resultados satisfactorios en condiciones
de campo, probablemente porque las infecciones naturales se producen
durante los primeros dias de vida, antes de que se desarrolle una
respuesta inmune suficiente a nivel intestinal (Quilez y col. 2003).

Sin embargo, para contrarrestar la deshidratacion debido al cuadro
diarreico que presenta la enfermedad es necesaria una terapia de fluidos
mediante soluciones isotonicas de electrolitos (sodio, potasio, cloruros,
glucosa, aminoacidos). A dado resultados satisfactorios la utilizacion de
probioticos que son microorganismos vivos no patogenos que cuando son
ingeridos provocan un beneficio en la prevencion o tratamiento de la
enfermedad. Con diversos microorganismos vivos (Lactobacillus spp.,
Bacillus subtilis.) que permiten reponer la flora intestinal y son
antagonistas de otros microorganismos patogenos. También se pueden
utilizar adsorbentes y astringentes como el caolin y pectina (Graff y col.

2002; Dann y col. 2000; Quilez y col. 2003).
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III JUSTIFICACION

En algunas zonas de nuestro pais, la Criptosporidiosis es senalada
como un grave problema de mortalidad neonatal tanto en corderos,
terneros y cabritos, con un numero de bajas que puede alcanzar el 50%
de los animales en explotaciones con condiciones higiénicas deficientes

(Pérez — Cordén y col. 2005).

El porcentaje de animales afectados por brotes de diarrea es
variable, aunque suele incrementarse a lo largo del periodo de partos
otono — invierno y primavera donde la morbilidad puede alcanzar el 100%
al final de la paridera, cuando el medio se encuentra altamente

contaminado.

De acuerdo a estos antecedentes, la finalidad del presente trabajo es
analizar en una crianzr a de ovejas y vacas, que conviven en corrales
contiguos, las posibles fuentes de contaminacion que puedan estar
involucradas con la presentacion de la enfermedad, realizando analisis de

muestras de suelo y heces en corrales de ovejas y vacas proximas al parto,

20



para detectar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp, utilizando

la técnica de Ziehl- Neelsen modificada.

IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia del parasito Cryptosporidium spp
analizando muestras de suelo y heces en una crianza de ovejas y vacas

proximas al parto en un establo de la Comarca Lagunera.

4.2 Objetivos Especificos

Identificar el parasito Cryptosporidium spp en muestras de suelo y

heces en una crianza de ovejas y vacas proximas al parto.

Determinar la intensidad de eliminacion de ooquistes de

Cryptosporidium spp en vacas y ovejas.

Determinar la fuente de infeccion de Cryptosporidium spp en vacas

y ovejas proximas al parto.
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V MATERIAL Y METODOS

5.1 Marco de Referencia:

La Comarca Lagunera esta localizada en la parte central de la
porcion norte de los Estados Unidos Mexicanos, ubicada en los
meridianos de 102° 22" y 104° 47" longitud oeste, y los paralelos 24° 22" y
26° 23" latitud norte, la altura media sobre el nivel del mar es de 1139
metros. Esta formada por parte de los estados de Coahuila y Durango y
debe su nombre a los cuerpos de agua que se formaban alimentados por
dos rios el Nazas y Aguanaval. La integran 16 municipios, 11 del estado de
Durango y S del estado de Coahuila.

Este estudio se llevé acabo en un establo de produccion lechera, ubicado
en el ejido la Partida del municipio de San Pedro de las Colonias de la

Comarca Lagunera en el Estado de Coahuila.

5.2 Estudio de Campo:
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Se recolectaron 40 muestras, 20 de corrales de ovejas y 20 de
corrales de vacas proximas al parto. Se tomaron 10 muestras de heces
fecales que se obtuvieron directamente del recto de los animales, y 10
muestras de suelo que se tomaron de los corrales de ovejas proximas al
parto. También se recolectaron 10 muestras de heces fecales directamente
del recto de los animales y 10 muestras de suelo que se obtuvieron en los
corrales de las vacas proximas al parto. Las muestras que se obtuvieron
se almacenaron y se transportaron manteniéndolas en refrigeracion hasta

su procesamiento en el laboratorio.

5.3 Analisis de Laboratorio:

Posteriormente las muestras de heces y suelo fueron procesadas en
el laboratorio de parasitologia de la Unidad de Diagnoéstico de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, mediante
la utilizacion de la técnica de Ziehl - Neelsen modificada para determinar
la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp.

Se realizaron los frotis en portaobjetos de las muestras de heces y
suelo se dejaron secar al aire, se enjuagaron con agua, para
posteriormente ser tenidas. Los pasos que se llevaron acabo para la
tincion fueron los siguientes; se sumergieron por 30 minutos en Carbol
Fucshina, posteriormente se utilizé agua corriente para quitar exceso de
colorante, se decoloraron en alcohol acido hasta obtener un color rosa en
la tincion, se procedi6 nuevamente en sumergir las muestras en agua

corriente para quitar residuos de alcohol acido asi como el exceso de
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colorante, se realizd6 la tincion por 5 minutos con azul de metileno,
después se lavaron las muestras con agua corriente hasta quitar el exceso
de colorante, se enjuagaron en alcohol etilico al 96 % , y en alcohol
absoluto, se clarificaron con xilol y se montaron con resina sintética y se
cubrieron con cubreobjetos, para observarlas e interpretarlas mediante la

ayuda de un microscopio 6ptico.

5.4 Lectura:

La interpretacion se realizé por medio de la observacion directa con
un microscopio Optico se observaron con el objetivo 40X, observando en
las muestras estructuras redondas de 4 — 6 micrometros de color rojo
brillante, se contaron 40 campos Opticos antes de considerar un caso
positivo o negativo. Para medir la intensidad de eliminacion de ooquistes
de Cryptosporidium spp se utilizo el siguiente procedimiento: (-) negativo,
de 1 - 5 ooquistes (+), de 6 — 20 ooquistes (++), de 21-80 ooquistes (+ + + +)

y mas de 81 ooquistes.

Se interpret6 de acuerdo al siguiente criterio ( Castro y col. 2003).

Intensidad de eliminacién Grado
(-) Negativo
Grado 1 (+) Incipiente
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Grado 2 (+ +) Leve

Grado 3 (+ + ) Moderado

Grado 4 (+ + + +) Severo

VII RESULTADOS

Los resultados indican que de 10 muestras que se tomaron del suelo
de los corrales de vacas, todas fueron positivas a la presencia de
Cryptosporidium spp, siendo un 100%, con una intensidad de eliminacion
de ooquistes que estuvo entre los grados moderado y severo. En los
corrales de ovejas, en las 10 muestras de suelo no se observaron
ooquistes de Cryptosporidium spp. Por lo tanto, las 10 muestras de suelo,

en ovejas fueron negativas y en vacas fueron positivas

Con respecto a los resultados de las 10 muestras de heces fecales,
tomadas directamente del recto de ovejas, todas fueron positivas a la
presencia de Cryptospordium spp siendo un 100%. Con una una
intensidad de eliminacion de ooquistes que estuvo entre los grados de

leve a moderado. En las heces fecales de vacas, en las 10 muestras no se
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Observaron ooquistes de Cryptosporidium spp. Por lo tanto 10 muestras
de heces fecales en ovejas fueron positivas y en vacas fueron negativas

Los datos se interpretan en la figura 2.

3.5 -

2.5 -

0.5 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| mOS mOC ovsS mVC |

Figura 2. Resultados de la presencia de ooquistes en las muestras de suelo y
heces fecales de ovejas y vacas proximas al parto.
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VII.- DISCUSION

La prevalencia de la enfermedad de Criptosporidiosis suele ser
superior en explotaciones con un elevado numero de corderos. La
incidencia de nuevos casos es superior al final de la época de partos, como
consecuencia de la contaminacion progresiva de la explotacion a lo largo
de la paridera (Tarver y col. 1998).

La presentacion clinica de la enfermedad esta asociada con la época
de partos, en las explotaciones donde la mayoria de los brotes se
presentan en las épocas de partos en otono-invierno y primavera. Sin
embargo no se observa una clara estacionalidad en explotaciones donde se
producen partos a lo largo de todo el afio y en las que la dificultad de
realizar un vacio sanitario al incrementar el riesgo de transmision al
favorecer la acumulacion de materia fecal contaminada (Graff y col. 1999).

La gran resistencia de los ooquistes a las condiciones adversas del

medio exterior es un factor importante en la epidemiologia, debido a que
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pueden mantenerse viables durante varios meses en el suelo de las
explotaciones. Estudios realizados han demostrado que muchos ooquistes
se mantienen viables en soluciones acuosas entre 3 y 6 meses a
temperatura ambiente (15 -20°C), se necesitan temperaturas extremas
para inactivarlos, son inactivados a 70°C . La pasteurizacion de la leche
(71,7°C ) también asegura su destruccién, al igual que la desecaciéon
durante 4 horas. (Fayer y Nerad. 1996).

Las condiciones higiénicas deficientes y especialmente el uso de
corrales altamente contaminados con ooquistes eliminados por animales
enfermos y han sobrevivido en el suelo de las explotaciones también es el
origen de numerosos brotes. (Butkus y col. 2003).

Segiin un estudio realizado en explotaciones del noroeste de
Espana, C. Parvum fue identificado en el 65% de los brotes de diarrea
neonatal en corderos, la cantidad de ooquistes que eliminan los animales
portadores asintomaticos posibilitan el mantenimiento de la infecciéon en
la explotacion entre parideras sucesivas (Walker y Redelman, 2004).

La cantidad de ooquistes que eliminan estos animales al medio es
generalmente baja, y es suficiente para infectar a los corderos y terneros
recién nacidos, que son los que posteriormente diseminan la infeccion.
Ademas, en las ovejas, se ha demostrado que la eliminacion de ooquistes
es significativamente mayor durante el preparto , como consecuencia de la
inmunodepresion que origina los cambios hormonales durante el parto y
la lactacion. (Widmer y col. 1999).

Los niveles de cloracion utilizados no destruyen los ooquistes de C.

parvum, cuya supervivencia en las heces o en el agua de bebida se ha
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estimado en torno a 175 dias, por lo que se considera uno de los
microorganismos de transmision hidrica mas resistentes (Graff y col.
1999).

En comparacion con los ooquistes de otros enteropatégenos como
Giardia duodenalis, la resistencia de los ooquistes de C. parvum es hasta
14 y 30 veces superior a desinfectantes como el cloro o el ozono. La
extraccion fisica de los ooquistes durante el proceso de potabilizacion del
agua puede conseguirse mediante filtros de arena y la ayuda de
coagulantes, aunque el elevado numero de brotes de Criptosporidiosis
humana que se transmite por el agua que se han descrito hasta el
momento permite concluir que estos meétodos no son completamente
fiables. (Guy y col. 2003; Johnston y col. 2003).

La infeccion en animales adultos son menos numerosas. En general
se considera que la prevalencia en este grupo de edad es inferior a la
observada en animales jovenes y la infeccién cursa de forma asintomatica.
Algunos autores consideran que se puede estar subestimando Ila
prevalencia real, debido a que los animales adultos eliminan menos
ooquistes y la sensibilidad de las técnicas utilizadas rutinariamente en el
diagnoéstico es escasa. En nuestro pais, algunos estudios epidemiologicos

senalan una prevalencia en ovejas proxima al 8% (Quilez y col. 2003).
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VIII CONCLUSION

Los estudios de la presente investigacion indican que la prevalencia
de la infeccion en ovinos es muy elevada y algunos estudios comparativos
sobre la etiologia de la diarrea neonatal permiten concluir que
Cryptosporidium spp es el enteropatéogeno mas frecuente tanto en
corderos y en terneros durante las primeras semanas de vida.

Los resultados sugieren que en el establo, en el cual se llevo a cabo
el estudio de investigacion, tiene una leve y moderada presencia de
Cryptosporidium spp en muestras de heces fecales de ovejas proximas
al parto, y una moderada y severa presencia de Cryptosporidium spp en

las muestras de suelo en vacas proximas al parto.

Esto se puede controlar para evitar la propagacion de la infeccion

mediante la ayuda de las medidas sanitarias.
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Se recomienda mantener los corrales limpios, sin exceso de

humedad para evitar que se presente una enfermedad de

Criptosporidiosis.

Se debe establecer un control sanitario en el lugar de las parideras de las

vacas y ovejas proximas al parto.

ANEXOS

Figura 1. En los esquizontes de primera generacién se desarrollan entre 6 y 8
merozoitos tipo I. Microscopia electrénica de barrido (Quilez y col. 2003).
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Figura 2. Ooquistes de C. parvum. Tincién de Ziehl-Neelsen modificada
(Quilez y col. 2003).

C. parvum C. hominis C. meleagridis

Figura 3. Diferentes tipos de ooquistes de Cryptosporidium spp (Xia y col. 2004).
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