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RESUMEN

Cryptosporidium spp es un protozoario que causa diarrea en los becerros desde el
primer dia de nacidos, causando retraso del crecimiento y con frecuencia la
muerte. Las pérdidas ocurridas por la infeccidbn de éste pardsito entérico son
cuantiosas y con frecuencia insensibles, es por ello que el estudio de los factores
de riesgo de la criptosporidiosis es muy importante para las explotaciones
lecheras. Considerando la variabilidad en la condicidén de los calostros, la presente
investigacién analiza al calostro de baja calidad como un factor de riesgo para la
infeccion por Cryptosporidium spp. Se trabajé en dieciséis hatos lecheros
comerciales de la Comarca Lagunera, se revisaron los reportes de la calidad del
calostro en los establos, se estudiaron 1) cuatro con buena calidad de calostro
pasteurizado, 2) cuatro con buena calidad de calostro no pasteurizado, 3) cuatro
con regular calidad de calostro pasteurizado y 4) cuatro con regular calidad de
calostro no pasteurizado. Se tomaron 246 muestras de heces de becerras con
diarrea con promedio de 23 dias de edad, se trabajaron con la técnica de ZNm
encontrdndose 155 (63%) becerras positivas a la presencia de criptosporidias, 66
(42.58%) con grado incipiente, 14 (9.03%) con grado leve, 3 (1.94%) con grado
moderado y 72 (46.45%) en grado severo. Las dieciséis crianzas fueron positivas
a Cryptosporidium spp con prevalencias de 22.8% a 87.5%. Las becerras con
infeccion alimentadas con calostro de buena calidad pasteurizado fueron 34/63
(53.9%), con calostro de buena calidad no pasteurizado 33/47 (70.21%), con
calostro de regular calidad pasteurizado 40/50 (66.66%), y con calostro de regular
calidad no pasteurizado, 48/76 (63.15%) positivas a Cryptosporidium spp. El
calostro de buena calidad no pasteurizado presenta mayor porcentaje de
criptosporidiosis, seguido por el calostro de regular calidad pasteurizado; en menor
porcentaje se encuentra el calostro de regular calidad no pasteurizado y el mas

bajo el calostro de buena calidad pasteurizado.

Palabras clave: Cryptosporidium spp, becerras, calostro, pasteurizacion, factores

de riesgo.
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1. INTRODUCCION

La criptosporidiosis es una enfermedad causada por Cryptosporidium spp
encontrdndose en todo el mundo, se transmite principalmente por el agua
contaminada con ooquistes del parasito. Las principales especies que afectan a
los bovinos son C. parvum, C. bovis, C. andersoni y C. ryanae. Cryptosporidium es
un agente causal de la diarrea indiferenciada de las becerras lactantes
produciendo depresion, debilidad, inapetencia, fiebre, deshidratacion y baja

condicion corporal.

Las lesiones entéricas se deben a la colonizacion intracelular de los enterocitos de
los huéspedes. Afectan una gran variedad de mamiferos, incluyendo al hombre.
La infeccidn intestinal se manifiesta con diarrea aguda y profusa, la cual puede
ocasionar la muerte. Las manifestaciones patolégicas de criptosporidiosis son mas
frecuentes en animales lactantes de 1 a 3 semanas de edad, aunque es posible
que se afecten animales entre las 6 y 12 semanas de edad. La frecuencia de
criptosporidiosis detectada es relativamente baja en becerras con diarrea en la
primera semana pero se incrementa considerablemente en la segunda semana

para disminuir hasta los 35 dias de edad.

La alta prevalencia e intensidad de infecciones por Cryptosporidium spp en
becerras varian de 20 a 85% e indican que estos son parasitos comunes en las
lecherias, siendo frecuentemente asociados a infecciones con E. coli, Coronavirus

y Rotavirus en el sindrome de la diarrea indiferenciada de las becerras.

Dado el potencial patdogeno de Cryptosporidium spp y a la severa manifestacion de
diarreas en la crianza de becerras, en la presente investigacion se considerd
determinar la prevalencia de criptosporidiosis y su asociacion con el hacinamiento,
la calidad del calostro y la edad de las becerras, como factores de riesgo para la

transmision de la enfermedad.



2. ANTECEDENTES

2.1.Etiologia

Cryptosporidium spp es un parasito protozoario entérico, intracelular obligado,
extracitoplasmético, pertenece al Phylum Apicomplexa, clase Gregarinasina
(Leander y col., 2003; Fayer, 2010; Templeton y col., 2010), y es una importante
causa de criptosporidiosis, enfermedad diarreica de distribucibn mundial. Es
transmitida por el agua, principalmente, afectando una gran variedad de animales
domésticos y silvestres, incluyendo al hombre (Hussein, 2011; Lee y col., 2011;
Hashim y col., 2006). El género esta compuesto de diversas especies y genotipos
genéticamente distintos pero morfoldgicamente indistinguibles, siendo C. parvum

la especie mas comun (Xiao y Feng, 2008).

Se han identificado siete especies y tres genotipos en bovinos, incluyendo C.
parvum, C. bovis, C. andersoni, C. ryanae, C. felis, C. hominis, C. suis, genotipo C.
suis, Cryptosporidium porcino genotipo Il y el genotipo Cryptosporidium deer-like
(Anusz y col., 1990; Lindsay y col., 2000; Satoh y col., 2003; Fayer y col., 2005;
Fayer y col, 2008; Feng y col., 2011; Maikai y col., 2011; Slapeta, 2011; Wang y
col., 2011a; Wang y col., 2011b). C. parvum, C. bovis, C. andersoni, C. ryanae son
los principales responsables de la criptosporidiosis bovina.

C. parvum coloniza el intestino delgado y es uno de los principales agentes del
sindrome diarreico de los becerros recién nacidos, con frecuencia por la
correlacion tan significativa que se observa entre su ocurrencia y la diarrea, es
probable que sea transmitida por el ganado adulto, ademas, de acuerdo a varios
investigadores, en los adultos también se ha reportado este parasito, sin embargo
causa una enfermedad que generalmente cursa de forma subclinica y presenta
bajos niveles de infeccion (Bednarska y col., 1998; Bjorkman y col., 2003; Trotz-
Williams y col., 2005).



C. andersoni se ha reportado en bovinos adultos asintomaticos, con niveles bajos
de infeccion con presentacion subclinica (Fayer y col., 1998; Trotz-Wiliams y col.,
2005; Singh y col., 2006), ocasionalmente asociado a abomasitis, reduccion de la
produccion de leche y baja ganancia de peso, y aunque presenta amplia
distribucion, su prevalencia es baja (Esteban y Anderson, 1995; Wang y col.,
2011a).

Las otros dos especies comunes, C. bovis y C. ryanae generalmente infectan
animales después del destete y hasta de un afio de edad (Fayer y col., 2000;
Lindsay y col., 2000; Santin y col., 2004; Fayer y col., 2006; Fayer y col., 2007,
Santin y col., 2008). Ademas, estudios previos han sugerido que la infeccién del
ganado con éstas dos especies no se asocian con ningun signo de enfermedad

(Fayer y col., 2005; Fayer y col., 2008).

El genotipo Cryptosporidium deer-like es encontrado en todos los grupos de
edades de bovinos de diversas areas geograficas y son mucho mas prevalentes
en ganado postdestete. Se ha encontrado que C. andersoni es mas comun en
vacas mientras que C. bovis, C. parvum, y el genotipo de Cryptosporidium deer-

like son menos prevalentes (Santin y col., 2004; Fayer y col., 2006).

2.2.Epidemiologia

Es conocido que las especies de Cryptosporidium ocasionan problemas en
rumiantes neonatos y son consideradas como patégenos entéricos que causan el
sindrome de la diarrea neonatal indiferenciada de los becerros en lactacion,
produciendo severas pérdidas econdémicas directa e indirectamente (Tiranti y col.,
2011). Estas pérdidas asociadas con la enfermedad son debido al retardo en el

crecimiento, la mortalidad que resulta de ello, al costo de los medicamentos, la



asistencia del veterinario, y el aumento del tiempo de trabajo involucrado (De
Graafa y col., 1999).

El primer reporte de la identificacién de Cryptosporidium en ganado bovino fue en
un becerro con diarrea en 1971 por Panciera y col. A partir de entonces, se han
reportado una gran cantidad de casos de criptosporidiosis en diferentes paises y
regiones, incluyendo la transmision de la infeccibn a humanos (Chen y Huang,
2012).

El modo de transmision es por via fecal-oral, ya sea por contaminacién de agua y
alimentos, o por contaminacion directa entre individuos infectados. Es entonces
que la infeccion inicia cuando los esporozoitos son liberados de los ooquistes que
se fijan a la pared celular e invaden a los enterocitos de la mucosa de las
vellosidades intestinales (Hashim y col., 2006). Sin embargo, se conoce que la
principal fuente de contaminacién de los animales susceptibles es el agua, ya que
se han realizado estudios que mencionan que el 10% de las infecciones pueden
ser transmitidas de individuo a individuo pero la mayoria de las ocasiones es

debido a la contaminacién del agua potable (Eisenberg y col, 2005).

De acuerdo a ciertos estudios sobre la prevalencia de criptosporidiosis en hatos
lecheros, éstos han demostrado que los bovinos son la especie primaria no
humana afectada por Cryptosporidium (Sanford y Josephson, 1982; Hashim y col.,
2004). Los becerros de 1 a 60 dias de edad antes del destete, son con frecuencia
infectados por C. parvum y contribuyen de manera significativa a la zoonosis de la
criptosporidiosis (Fayer y col., 2007). Los becerros lactantes son particularmente
muy susceptibles a la infeccién y pueden eliminar millones de ooquistes cuando

desarrollan la criptosporidiosis, pudiéndola transmitir a otros individuos.

Las infecciones en los becerros pueden cursar con signos clinicos de diarreas
profusas con deshidratacién y con frecuencia la muerte, pero en ciertas ocasiones

los animales infectados pueden ser asintomaticas (Ollivett y col., 2009). Algunas



investigaciones reportan que el ganado adulto, puede ser asintomatico y llegan a
eliminar en heces miles de ooquistes, siendo un gran problema ya que el total del
namero de ooquistes excretados puede ser considerable debido a la cantidad de

heces producidas (Kuczynska y col., 2005).

Es conocido que C. parvum es la principal especie zoondtica de interés en salud
publica y salud animal, sin embargo también se han identificado subtipos de C.
parvum, especificos para humanos y otros especificos para animales, ademas de
los subtipos zoondticos, esto revela que las herramientas de diagndstico para
identificar éstos subtipos son mediante pruebas moleculares, esenciales para
conocer la dinamica de la transmision de infecciones por Cryptosporidium entre

humanos y animales (Xiao y Feng, 2008).

La prevalencia e intensidad de las infecciones por Cryptosporidium spp en
becerras varian de 40% a 60% e indican que estos son parasitos comunes en las
lecherias, aunque otros estudios muestran prevalencias mas extremas que van
desde 20% hasta 84% (Lassen y col., 2009; Wang y col., 2011b).

La frecuencia de la criptosporidiosis en becerras con diarrea es relativamente baja
durante la primera semana de vida y va aumentando severamente hacia la
segunda semana para disminuir paulatinamente hacia los 35 dias de edad. Se
conoce entonces que la prevalencia mas alta de la enfermedad en las becerras
lecheras es de 1 a 35 dias de edad, con frecuencias superiores al 65%, ademas
son mucho mas susceptibles los becerros entre los 7 y 21 dias de edad (Harp y
col., 1990; Delgado, 2007), esto produce un impacto econémico importante en la
industria lechera, debido a los costos de la actividad médicay a las pérdidas en la
productividad (Xiao y col., 2004).

Se sabe que la susceptibilidad al Cryptosporidium varia de acuerdo con la edad y
a otros factores de riesgo que causan la diseminacion de la infeccidén, pero

también las infecciones mixtas con E. coli, Coronavirus y Rotavirus contribuyen, en



asociacion con Cryptosporidium, a la presentacion de diarrea en becerras con mas

severidad (Harp y col., 1989; Nussbaum y col., 1999).

2.3.Manifestaciones clinicas y lesiones

El principal signo observado en la criptosporidiosis es la diarrea profusa y acuosa,
seguido por una deshidratacion. El parasito protozoario Cryptosporidium spp
coloniza el epitelio de las vellosidades de la mucosa, principalmente del intestino
delgado, aunque en ocasiones también se pueden observar en ciego y colon
(Bjorkman y col., 2003). La infeccion entérica que se manifiesta con diarrea aguda
y severa, muy comun en humanos y rumiantes, puede ocasionar la muerte en
casos de diarrea persistente (Tzipori y Griffiths, 1998; Xiao y col., 2004; Shing, y
col., 2011; Wang y col., 2011b).

Cuando penetra Cryptosporidium en los enterocitos, se produce necrosis
superficial del epitelio de las vellosidades, con fusion de las mismas, y a su vez se
atrofian debido a que las criptas se observan dilatadas con detritos celulares,
ooquistes de criptosporidias en la superficie del epitelio e infiltracion de neutrdfilos

desde la ldmina propia (Angus y col., 1982).

Otros signos que comunmente se observan en la infeccion por Cryptosporidium
spp, son depresion, debilidad, postracion, inapetencia, fiebre, deshidratacion y
baja condicién corporal (Bjérkman y col., 2003). Sin embargo, también se han
reportado casos en bovinos infectados naturalmente o en forma experimental,
donde se eliminan grandes cantidades de ooquistes en las heces, sin mostrar
signos clinicos (Iseki y col., 1989, Atwill y col., 1999). C. andersoni se puede
manifestar con abomasitis en bovinos adultos, produciendo hiperplasia epitelial
leve e infiltracion de linfocitos, células plasmaticas y eosinofilos en lamina propia

(Masuno y col., 2006), pero también puede ser una infeccion asintomatica.



2.4.Diagnostico

Los beneficios que se logran con la prevencion y el control de la criptosporidiosis
repercuten tanto en la sanidad animal como en la salud publica. Con un buen
programa de control, la efectividad va a depender de la sensibilidad y especificidad
de las pruebas utilizadas para identificar animales asintomaticos y clinicamente
infectados (Kehl y col., 1995; De Waele y col., 2011).

Es importante conocer la intensidad de excrecién de ooquistes de criptosporidias
gue estén eliminado los animales, para ello se han publicado varios criterios para
medir la intensidad de eliminacién de Cryptosporidium spp en heces (Bednarska y
col., 1998; Ortolani y Castro, 2003; Emre y col.,, 1998; Espinoza, 2007). Al
respecto, la literatura esta muy limitada sobre estas comparaciones de excrecion,
lo importante en este caso es encontrar una relacion entre los grados de
intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp, y los grados de

infeccion.

Existe una extensa variacién genética dentro del género Cryptosporidium, con al
menos 23 especies de Cryptosporidium consideradas como validos por la mayoria
de los investigadores, éstas especies son frecuentemente encontradas en
humano, ratén, bovino, cerdo, borrego, caballo, cabra, gato, perro, canguro, pollo,
pavo, peces, hurén, lagartos, tortuga, mono y venado (Fayer, 2010; Traversa,
2010).

La identificacion presuntiva de Cryptosporidium puede llevarse a cabo mediante
distintas técnicas de tincion como Kinyoun (Harrington, 2009; Kuzehkanan vy col.,
2011), Auramina, (Lujan y Garbossa, 2008), ademas, para la identificacion de
género se pueden utlizar técnicas de deteccibn de antigenos como
Inmunofluorescencia (Xiao y Herd, 1993) o inmunoensayos enzimaticos (Polage y
col., 2011). Sin embargo, la identificacion de especie requiere del uso de técnicas



moleculares de amplificacion por PCR (Wang y col., 2011b), debido a que hay
diferencias morfométricas de los ooquistes y una baja especificidad de
hospedador de las especies del género Cryptosporidium (Chen y Huang, 2012).

2.5.Diarrea indiferenciada de las becerras

Se ha demostrado que la diarrea de las becerras es de etiologia multiple y su
manifestacion frecuente se caracteriza por heces liquidas y profusas,
deshidratacion, emaciacion, postracion (Delgado, 2000), ademas de que alrededor
del 4% de las terneras mueren antes del destete (Losinger y Heinrichs 1997).
Entre los principales agentes causantes de diarrea estan las bacterias como
Escherichia coli (Stuart y col., 2007), Salmonella spp (Yeruham y col., 2005), y
Clostridium perfringes (Fleming, 1985), los virus Rotavirus, Coronavirus (Aich y
col., 2007), y Torovirus (Kuwabara y col., 2007) y potozoarios coccidias del género
Eimeria spp (Sanchez y col., 2008) y Cryptosporidium spp (Brook y col., 2008).
Los becerros recién nacidos menores de 60 dias son los mas susceptibles a las
infecciones que causan diarrea. Todos estos patdgenos pueden causar
infecciones como agentes primarios sin embargo las infecciones mixtas son mas
comunes que las simples (Tzipori y col., 1981). Por tal motivo, el cuadro clinico
que afecta a las becerras lactantes es un complejo denominado Diarrea

Indiferenciada de las becerras.

De los virus, el rotavirus bovino, produce una infeccion econdémicamente
importante que afecta a las terneras de todo el mundo. Este virus destruye los
enterocitos del intestino delgado resultando en diarrea la cual es acompafada de
una profusa eliminacion fecal del virus (Mebus y col., 1971). Los Coronavirus
causan una variedad de diferentes sindromes clinicos (infeccion respiratoria,
enteritis, hepatitis y desérdenes neurolégicos, y nefritis) en un amplio rango de

especies (humanos, vacas, cerdos, perros, gatos, caballos, ratones y pollos). El



Coronavirus bovino pertenece al grupo 2 y son virus neumoentéricos que causan
diarrea neonatal de las becerras, disenteria de invierno y enfermedad respiratoria
en ganado (Han y col.,, 2006). Ademas se reportan también los Torovirus, los
cuales son miembros de la familia Coronaviridae que causan enfermedades
entéricas en animales y humanos, y bajo condiciones de campo infectan los
enterocitos de las vellosidades y de las criptas del yeyuno medio, ileon, colon y
ciego, induciendo atrofia de vellosidades y necrosis de las criptas en becerros
(Kuwabara y col., 2007).

De las bacterias, la cepa de Escherichia coli enterotoxigénica es una causa comun
de diarrea en becerros recién nacidos. La colonizacion del tracto intestinal es
debido a la adherencia de los pilis de la bacteria al intestino delgado. El pili K99
estd asociado con la produccion de una toxina estable, la cual produce la diarrea
(Mills y Tietze, 1984). Sin embargo, la cepa de E. coli enterohemorragica produce
diarrea sanguinolenta y secuelas sistémicas fatales debido a la actividad de una
Shiga toxina. La mayoria de estas infecciones son causadas por E. coli 0157:H7,
serotipo frecuentemente aislado de heces de ganado (Naylor y col., 2007). La
salmonelosis tiene un significativo impacto sobre la salud animal. Aunque el
ganado puede ser infectado con muchos diferentes serotipos, la salmonelosis
bovina es causada principalmente por Salmonella enteritidis serovar Typhimurium
y la serovar Dublin. S. Typhimurium afecta al ganado joven y puede causar varias
manifestaciones clinicas que pueden tener rangos de curso hiperagudo con
muerte en 24 horas después de la infeccién a una infeccion cronica asintomética.
Sin embargo las manifestaciones clinicas mas comunes de la infeccién es una

enfermedad diarreica aguda (Santos y col., 2002).

Estos agentes afectan a bovinos de todas las edades, siendo las becerras recién
nacidas y menores de 2 meses las que presentan la enfermedad entérica en forma
mas manifiesta. Es importante resaltar que aunque todos estos agentes patdgenos
pueden ser primarios, estudios epidemiolégicos y de laboratorio han demostrado

que las infecciones mixtas son mas comunes que las infecciones simples, en su
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asociacion con la presentacion clinica de la enfermedad. Es por ello que en la
actualidad se describe a este cuadro clinico como Complejo Diarreico Bovino
(CDB) y cuando afecta al becerro recién nacido recibe el nombre de Diarrea

Indiferenciada del Ternero.

2.6. Importancia del calostro y la leche en lainmunidad

El calostro es el primer alimento del becerro recién nacido. Es secretado durante
los primeros dias después del parto. Se sabe desde hace muchos afios que el
calostro es muy importante para la salud del recién nacido, ya que contiene
nutrientes tales como proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales,
ademas, contiene varias moléculas biologicamente activas las cuales son
esenciales para funciones especificas. Los mas importantes componentes
bioactivos en el calostro incluyen factores del crecimiento y factores
antimicrobianos. Los factores del crecimiento promueves el crecimiento y
desarrollo del becerro recién nacido, mientras que los factores antimicrobianos
proveen de una inmunidad pasiva y protegen contra infecciones que ocurren
durante la primera semana de vida. La actividad antimicrobiana del calostro es
debido principalmente a las inmunoglobulinas, aunque el calostro también
contiene otros factores antimicrobianos tales como la lactoferrina, lisosimas y

lactoperoxidasas (Pakkanen y Aalto, 1997).

Las inmunoglobulinas maternas no son transferidas a través de la placenta al feto
en los bovinos y los becerros nacen con muy bajas concentraciones de
inmunoglobulinas séricas. A su vez el calostro bovino es una fuente muy rica de
inmunoglobulinas y su absorcion es esencial para proveer inmunidad pasiva
después del nacimiento. Estos anticuerpos protegen al becerro recién nacido
contra agentes infecciosos entéricos y enfermedades respiratorias, las cuales son

la principal raz6n de mortalidad en becerros. Becerros con altas concentraciones
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de inmunoglobulinas en suero tienen mas bajas tasas de mortalidad que los

becerros con bajas concentraciones (Besser y Gay, 1994).

La IgG, es el principal tipo de inmunoglobulina en el calostro mientras que IgM, IgA
e IgG2 estan presentes a considerables bajas concentraciones. Las concentracion
de inmunoglobulinas en el calostro son casi cien veces mas altas que en la leche.
Durante la transferencia de las inmunoglobulinas de la vaca al becerro, primero,
las inmunoglobulinas maternas son absorbidas de la circulacion sanguinea y
concentradas en el calostro, después las inmunoglobulinas del calostro son
transferidas de la luz del intestino a la circulacion del becerro recién nacido. La
transferencia de la IgG al calostro inicia varias semanas antes y contindan hasta el
tiempo de la lactancia. La concentracion de I1gG en el calostro llega a ser mas alta

que la del suero materno (Bourne, 1977; Butler, 1983).

En el becerro recién nacido, las inmunoglobulinas son absorbidas del calostro
hacia la circulacion via por el sistema de transporte macromolecular no selectivo a
través del epitelio del intestino delgado. Los receptores de inmunoglobulinas no
especificos son encontrados asociados con estos procesos, los cuales también
transfieren otras moléculas. Sin embargo esta absorcion no selectiva ocurre solo
entre 24 a 36 horas después del nacimiento y provee la transmision de la

inmunidad pasiva de la vaca a sus becerros (Bush y Stanley, 1980).

La forma natural de alimentar al becerro provee suficientes inmunoglobulinas. Sin
embargo, en casos donde hay falla en la administracion del calostro, o éste es
restringido, se le pueden agregar cantidades adecuadas de inmunoglobulinas. Los
factores mas importantes que influyen en la transferencia pasiva de
inmunoglobulinas son la edad del becerro y la cantidad de anticuerpos
consumidos (Stott y col.,, 1979; Stott y Fellah, 1983). Los requerimientos de
inmunoglobulina calostral se estiman que son de 80-100 g (Petrie, 1984) y la
concentracion de las inmunoglobulinas podrian ser de hasta 20 g/L (Stott y Fellah.
1983).
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Por otra parte, se ha demostrado que el calostro bovino hiperinmune produce
anticuerpos contra Cryptosporidium para inhibir efectivamente la infeccion por el
parasito in vitro (Flanigan y col., 1991) en ratones recién nacidos (Fayer y col.,
1990), y en adultos con una severa inmunodeficiencia combinada del raton (Riggs

y col., 1994), ademas de corderos recién nacidos (Naciri y col., 1994).

2.7.Control y vacunacion de la diarrea indiferenciada

Desde la década de los 80’s, se han desarrollado vacunas inactivadas
polivalentes para la prevencion de infecciones entéricas que contienen rotavirus
bovino, coronavirus bovino y tres serotipos de E. coli enterotoxigénica con
antigeno K99, para ser utilizadas en la inmunizacion de vacas prefiadas y
terneras, encontrandose respuestas de anticuerpos especificos frente a todos los
antigenos contenidos en la vacuna (Stépanek, 1987). La vacunacién 30 dias antes
del parto se asocia con el aumento de los niveles de anticuerpos protectores
contra rotavirus, coronavirus y E. coli F5 (K99) en el calostro y la leche durante al

menos 28 dias (Crouch y col., 2001).

La inmunizacion de las madres proporciona proteccion pasiva en terneros
neonatos; los anticuerpos son transferidos a través del calostro, previniendo asi
enfermedades. Las vacas y vaquillas sanas han sido vacunadas con vacunas
polivalentes hasta con tres meses de gestacidbn con antigenos de Rotavirus,
Coronavirus inactivados, E. coli (K99) y toxoide de Clostridium perfringes. La
vacunaciéon de vaquillas prefiadas a los 3 meses de gestacidon (6 meses antes del
parto) proporciona una adecuada proteccién pasiva en terneros recién nacidos

(Jayappay col., 2008).

El mayor desafio para el desarrollo de vacunas es la interferencia de la inmunidad

materna. Se han desarrollado diferentes tipos de vacunas para la proteccion de los



13

hatos, aplicandolas a las madres, lo que garantiza una adecuada proteccion
(Takamura y col, 2002). La vacunacion a vacas prefiadas 6 meses antes del parto
o en el periodo final de 3 a 6 semanas antes del parto, resulta en un incremento
en las concentraciones de anticuerpos calostrales protectores y titulos de

anticuerpos pasivos en terneros (Jayappa y col., 2008).

Una comprension profunda de los mecanismos de la inmunidad intestinal y su
correlacion con la proteccion de los recién nacidos es critico para desarrollar
vacunas eficaces y estrategias complementarias o alternativas de inmunidad
pasiva. La inmunizacion pasiva mediante la administracion oral de anticuerpos
especificos de diferentes fuentes tales como el calostro inmune o utilizando la
tecnologia IgY, representan estrategias efectivas y econdémicas para prevenir las
infecciones gastrointestinales en animales destinados al consumo (Vega y col.,
2011).

Con respecto a Cryptosporidium, varias estructuras de los esporozoitos han sido
identificados como candidatos a potenciales vacunas utilizando métodos
tradicionales, Sin embargo, a pesar de la considerable cantidad de datos
estructurales e inmunoldégicos obtenidos de las caracteristicas de multiples
antigenos de superficie de esporozoitos aun no hay disponible una vacuna
(Ehigiator y col., 2007)

Opciones futuras para la prevencién o tratamiento de criptosporidiosis pudiera
incluir vacunas o moléculas inmunolégicas recombinantes (McDonald, 2011). La
proteina &cido ribosomal P2 de Cryptosporidium parvum (CpP2) es un importante
marcador inmunodominante en la infeccion por C. parvum, la vacuna de ADN que
codifica el antigeno P2 de C. parvum es capaz de proporcionar un medio eficaz
para provocar respuestas humorales y celulares y tiene el potencial de generar

inmunidad protectora contra la infeccion por C. parvum (Benitez y col., 2011).



14

Ademas, con el nuevo enfoque de "vacunologia inversa”, se han identificado
varios nuevos posibles candidatos vacunales, de Cryptosporidium, eéstos
antigenos son fusionados con citolisinas en un vector de vacuna viva de
Salmonella como antigenos purificados recombinantes, para inducir una potente
respuesta inmune celular y humoral especifica, sugiriendo su potencial como

nueva vacuna contra la infeccion por Cryptosporidium (Manque y col., 2011).

Otra estrategia de "vacunologia inversa" usando analisis in silice basado en la
informacion de la secuencia del genoma del organismo representa un nuevo
enfoque para la identificacion de vacunogenos. Este enfoque es particularmente
atil en los organismos que, como Cryptosporidium, son dificiles de cultivar de
forma continua en el laboratorio. La estrategia se basa en la capacidad de predecir
las proteinas que se asocian con la superficie del parasito, y por lo tanto tienen el
potencial para la interaccion con los mecanismos inmunes del huésped.
Recientemente se completaron los genomas de C. hominis, que es principalmente
un patdgeno humano, y C. parvum, que exhibe una relativamente amplia gama de

huéspedes mamiferos (Abrahamsen y col., 2004).

En ratones la aplicacion de vacuna de ADN que exprese proteinas de la pared del
ooquistes de C. andersoni, plasmidos recombinantes pueden inducir una
respuesta inmune correspondiente al anticuerpo especifico, simultAaneamente
influye en la respuesta inmune celular, y provee una alta proteccion (Zheng y col.,
2011).
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3. JUSTIFICACION

Cryptosporidium spp es un protozoario que produce diarrea en los becerros desde
el primer dia de nacidos, causa retraso del crecimiento y con frecuencia la muerte.
Las pérdidas ocurridas por la infeccion de éste parasito entérico son cuantiosas y
con frecuencia insensibles, es por ello que el estudio de los factores de riesgo de
la criptosporidiosis es muy importante para las explotaciones lecheras. De acuerdo
a los antecedentes descritos en este documento y considerando la variabilidad en
la condicién de los calostros en las explotaciones lecheras de la Comarca
Lagunera, la presente investigacion relaciona la calidad del calostro como un
factor de riesgo para la infeccion por Cryptosporidium spp., para ello se realiz6
éste estudio preliminar analizando lo reportado por los establos sobre la calidad
del calostro que se le administrara al recién nacido, tomando en cuenta también la

edad y la intensidad de excrecion de ooquistes del protozoario.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General

4.1.1. Analizar la relacion de criptosporidiosis en becerras lecheras
lactantes con la calidad del calostro.
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4.2.0bjetivos Especificos

4.2.1. Analizar heces de becerras con diarrea para la identificacion de
ooquistes de Cryptosporidium spp utilizando la técnica de ZNm.

4.2.2. Cuantificar la cantidad de ooquistes de Cryptosporidium spp
eliminados en las heces de cada becerra analizada con ZNm.

4.2.3. Revisar la calidad del calostro y su relacién con infeccion por
Cryptosporidium spp.

5. MATERIAL Y METODOS

Marco de referencia: La presente investigacion se realizdé con becerros Holstein
de la Comarca Lagunera de los Estados de Coahuila y Durango, México,
localizada en la parte central de la porcion norte de los Estados Unidos
Mexicanos, en el subtrépico mexicano, en los meridianos 102° 22" y 104° 47"
longitud Oeste, y los paralelos 24° 22" y 26° 23" latitud Norte. La region presenta
un clima semidesértico con temperatura promedio anual de 21°C, con variaciones
de 40°C (Mayo-Agosto) a 6°C (Diciembre-Enero) que se registran en el mes de
junio y diciembre, respectivamente. La precipitaciéon promedio anual es de 266 mm
con un rango de 163 a 504 mm, con época de sequia de noviembre a mayo
(INEGI, 2013).

Establos estudiados. Se trabajé en dieciséis hatos lecheros comerciales de los
municipios de Francisco |. Madero, Matamoros, Torredn y Viesca del Estado de
Coahuila, y de Gomez Palacio y Lerdo del Estado de Durango. Se consideraron
cuatro grupos de acuerdo a la calidad del calostro: 1) Cuatro hatos lecheros con
buena calidad de calostro pasteurizado; 2) Cuatro hatos lecheros con buena
calidad de calostro no pasteurizado; 3) Cuatro hatos lecheros con regular calidad

de calostro pasteurizado; 4) Cuatro hatos lecheros con regular calidad de calostro
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no pasteurizado. La calidad del calostro se midid con un calostrometro (Quigley,
1998) y fue reportada por los establos clasificada de la siguiente manera: Calostro
de buena calidad con concentracion de 1gG de 101 a 125 g/L; calostro de regular
calidad con concentraciones de IgG de 51 a 100 g/L; calostro de mala calidad con
concentraciones de IgG menores a 50 g/L. Los hatos lecheros se visitaron en una

sola ocasion en el mes de julio de 2014 (Casas y Canto, 2015).

Toma de muestras. Se revisaron todas las becerras clinicamente y las muestras
se colectaron del 100% de las becerras con signos clinicos de diarrea, por masaje
directamente del recto, con el uso de guantes desechables. Se transportaron en
refrigeracion en recipientes de plastico, a la Unidad de Diagndéstico de la
Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna para su

procesamiento.

Procesamiento de las muestras. Al arribo al laboratorio se conservaron con
Dicromato de Potasio al 2.5% (Relacion 1:1) y se refrigeraron hasta su analisis, en
las proximas 24 horas después de la colecta. Posteriormente las muestras se
agitaron vigorosamente en los recipientes, se filtraron por un Tamiz de 35 pm vy se
colocaron en tubos de centrifuga con fondo coénico. Las muestras se agitaron
vigorosamente y se tomaron 60 pL (2 gotas) de heces de los tubos, se colocaron
en un portaobjetos, se distribuyeron homogéneamente en la mitad de la laminilla y

se dejaron secar al aire.

Técnica de Ziehl Neelsen modificada (ZNm). Después de que se secaron
totalmente se tifieron con Fucsina fenicada (1 g fucsina, 10 mL de etanol 96%, 5 g
fenol, 95 mL de agua destilada) por 30 minutos, se lavaron con agua corriente, se
decoloraron con una solucion alcoholica acida (Alcohol al 70% y acido clorhidrico
al 1%) hasta perder el color rojo intenso, se lavaron con agua corriente y se contra
tiferon con azul de metileno al 1% durante 5 minutos (Casemore y col., 1985;
Casemore, 1991). Con ésta coloracion los ooquistes de Cryptosporidium spp se

tineron de color rojo intenso, con bordes bien definidos y un fondo azul oscuro
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para contrastar. Las muestras problema se tifieron junto con controles positivos de

Cryptosporidium spp.

Observacion al microscopio: Las muestras control y problema de los extendidos
de heces en las laminillas y tefiidas con ZNm, fueron observadas al microscopio
de luz visible con el objetivo de 40X. De acuerdo a su reaccién tintorial rojo
intenso, se realizd el conteo de los ooquistes, se revisaron hasta 40 campos
cuando no se observaron ooquistes y 25 campos cuando al menos se observé un
ooquiste y se evaluaron de la siguiente manera: Cero ooquistes (-) se considero
negativo, y desde un ooquiste se consideré positivo, 1 a 10 ooquistes (+)
incipiente, 11 a 20 ooquistes (++) leve, 21 a 40 ooquistes (+++) moderado, mas de

40 ooquistes (++++) severo.

Analisis estadistico. Los datos de la calidad del calostro fueron obtenidos de los
establos estudiados, las fechas que se tomaron las muestras y se registraron
como calostros de regula y buena calidad, pasteurizados y no pasteurizados y se

relacionaron con el porcentaje de heces positivas a Cryptosporidium spp.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se revisaron clinicamente 3247 becerras Holstein de 1 a 73 dias de edad y se
detectaron 246 (7.57%) con signos clinicos de diarrea, con promedio de 22.8 dias
de edad, las caracteristicas de las heces fueron variables y mostraron color
amarillenta a color café oscura, desde pastosa hasta acuosa y profusa, con o sin
residuos de moco, detritos y sangre. El estudio de ZNm mostré que 155 (63%)
becerras con un promedio de 18.9 dias de edad, fueron positivas a la presencia de
criptosporidias, 66 (42.58%) en grado incipiente, 14 (9.03%) leves, 3 (1.94%)
moderados y 72 (46.45%) severos. Las becerras con severa infeccion de
criptosporidiosis (++++) tuvieron un promedio de 13 dias de edad y un rango de 7
a 21 dias de edad.

Las dieciséis crianzas (100%) fueron positivas a Cryptosporidium spp con
prevalencias desde 22.85% hasta 87.5%. Las becerras alimentadas con calostro
de buena calidad presentaron 34/63 (53.96%) y 33/47 (70.21%) becerras positivas
a Cryptosporidium spp utilizando calostro pasteurizado y no pasteurizado,
respectivamente, encontrandose una tendencia a ser diferente (P=0.08) a favor
del calostro pasteurizado, lo cual podria indicar que el pasteurizar el calostro
influyéd en que se enfermaran menos becerras. Las becerras alimentadas con
calostro de regular calidad pasteurizado, presentaron 40/50 (66.66%) becerras
positivas a Cryptosporidium spp y con calostro de regular calidad no pasteurizado,
48/76 (63.15%) positivas a Cryptosporidium spp. Sin encontrarse diferencias
estadisticas (P>0.05).

En nuestro estudio se detectaron ooquistes de Cryptosporidium spp utilizando la
técnica de ZNm. El analisis microscoépico de los extendidos de heces tefiidos con
la técnica de ZNm es el método mas utilizado para el muestreo tamiz para el
diagnéstico de Cryptosporidium en laboratorios de diagndstico clinico, También se

utiliza con frecuencia en la mayoria de los laboratorios de diagnostico veterinario,
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debido a que es la técnica mas econdmica y rapida para detectar ooquistes de
Cryptosporidium spp (Kehl y col.,, 1995; Rodriguez-Hernandez y col., 1994),
ademas de que se ha demostrado que los métodos de deteccion inmunoldgica no
son significativamente mas sensibles que la microscopia convencional (Quilez y
col., 1996; Quilez y col., 2011). Sin embargo, otros estudios demuestran que la
reaccion 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).

Otra caracteristica observada en nuestro estudio fue la ocurrencia de diarrea
causada por Cryptosporidium spp de los 7 a 21 dias de edad, con eliminacion de
criptosporidios, ademas es frecuente y comdn que se encuentran otros patdogenos
asociados a la infeccion (Anderson, 1998). Nuestro estudio constatdo que las
becerras de la primera a la segunda semana 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 vy
Morgan, 1986). También se corrobora que la prevalencia de criptosporidiosis en
becerras es comin en la Comarca Lagunera y la intensidad de excrecién de
ooquistes también es alta (22.85% hasta 87.5%)., similares a otros estudios 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 35 dias de edad.

Considerando nuestros resultados, la susceptibilidad a Cryptosporidium varia de
acuerdo con la edad con la infeccion iniciando a los 7 dias y el maximo pico a los
14 disminuyendo a partir de los 21 dias de edad. También hay otros factores de
riesgo que permiten la diseminacion de la infeccion, causando dafio intestinal en
becerras de mayor edad. La ausencia de criptosporidios en la primer semana de
vida coincide con la ingestién precoz de calostro (Ortolani y Castro, 2003). Emre y

col. (1998), mencionan que E. coli y Rotavirus, contribuyen en asociacién con
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Cryptosporidium para la presentacion de la diarrea en becerras. Nuestros
resultados muestran diferencias significativas de infeccion por Cryptosporidium
spp, entre calostros de buena calidad pasteurizado (53.9%) y no pasteurizado
(70.2%). En el caso del uso de calostro de regular calidad pasteurizado (66.6%) y
no pasteurizado (63.1%) no hay diferencias significativas para la infeccion por
Cryptosporidium spp. Es evidente en nuestro analisis que el calostro de buena
calidad no pasteurizado presenta mayor riesgo de infeccion por Cryptosporidium
spp que el calostro de buena calidad pasteurizado y que el calostro de regular
calidad tanto pasteurizado como no pasteurizado. Hay que hacer énfasis que
existen otros factores que contribuyen con las diarreas como los agentes
infecciosos virales Rotavirus y Coronavirus, bacterianos como E. coli y Salmonella

spp, 0 por protozoarios como Eimeria spp y Giardia spp.

También se han descrito diversos criterios para medir la intensidad de eliminacién
de Cryptosporidium spp en heces. Chen y Huang (2012) trabajaron extendidos de
heces por triplicado, preparados de cada muestra y los tifieron con la técnica de
ZNm. Los ooquistes fueron contabilizados promediando el numero de
observaciones en 20 campos visuales a 400X aumentos y fueron clasificados
como sigue: (+) para 1~5 ooquistes, (++) para 6~10, (+++) para 11~15, (++++)
para 16~20, (+++++) para >20, (-) para ningun ooquiste. 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.
Espinoza (2007) y Ortolani y Castro (2003), al igual que nuestro estudio muestran
los grados de intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium spp, en
forma incipiente (+), leve (++), moderada (+++) y severa (++++), de acuerdo a los
signos clinicos, aungue con muy poca variacion en la interpretacion con los otros

autores.
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Es conocido que el calostro hiperinmune de vacas vacunadas con virus, como el
Rotavirus humano, es un efectivo terapéutico que reduce la duracién y severidad
de la diarrea causada por Rotavirus en infantes de 6 a 20 meses de edad (Mitra y
col.,, 1995), por tal motivo seria de interés para la medicina veterinaria tener
vacunas de Cryptosporidium spp en vacas, para recuperar calostro hiperinmune
contra ésta enfermedad. También éste efecto se ha estudiado en personas
voluntarias a quienes les aplicaron un tratamiento profilactico con calostro
hiperinmune de C. parvum, reduciendo la excrecién de ooquistes después del

desafio, con una tendencia a reducir la diarrea (Okhuysen y col., 1998).

El calostro bovino y la leche son fuentes ricas en componentes inmunes que
contribuyen con los sistemas de inmunidad adquirida e innata. Estos factores
iInmunes juegan un papel en la transferencia de la inmunidad pasiva protegiendo la
inmunidad de la glandula mamaria del mismo huésped. La variabilidad en los
componentes inmunes en el calostro y la leche son debido a factores del animal y
de manejo. Los componentes inmunes de calostro y de la leche han sido
explotados comercialmente contra agentes microbianos. Ademas, los
procedimientos de vacunacion para igualar las concentraciones naturales de
componentes inmunes ofrecen gran potencial en el desarrollo de productos
hiperinmunes derivados de la leche para profilaxis o terapéutica de uso humano

(Stelwagen y col., 2009).

Algunos trabajos (Atwill y col., 1998) ponen de manifiesto que, a pesar de que las
vacas lecheras alrededor del parto y los suelos del corral de maternidad son
negativos a ooquistes de C. parvum, raspados de las jaulas de madera y los pisos
de tierra de las becerreras, aun limpias presentan ooquistes. Ademas, en los hatos
lecheros, los roedores, como los ratones jovenes, padecen de la infeccion
cryptosporidial que es transmisible a los terneros por via fecal-oral (Klesius y col.,
1986).
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También se sabe que la criptosporidiosis se detecta donde los seres humanos y
los animales jévenes se congregan. Especialmente los brotes graves se producen
cuando se hacinan a los terneros, corderos, cabritos, o a los nifios. A menudo, los
animales jovenes son privados de calostro. El calostro bovino estandar tiene
anticuerpos anticriptosporidiales (y quizas otras capacidades anticroptosporidiales)
que no protege contra la infeccién cryptosporidial pero puede reducir la severidad
de la enfermedad en términos del nimero de ooquistes que se eliminan y a la

duracion de la diarrea (Fayer y col., 1989 ).

Contradictoriamente, en algunos casos, los anticuerpos del calostro contra
criptosporidias no tienen efecto contra la enfermedad clinica después de la
infeccion experimental. También el calostro de vacas que han sido
hiperinmunizadas contra Cryptosporidium no protege a los terneros de la
enfermedad (Fayer y col., 1989; Harp y col., 1989).

7. CONCLUSIONES

1. El calostro de buena calidad pasteurizado muestra diferencias significativas
en la presentacion mas baja de diarreas con presencia de Cryptosporidium
spp comparado con el calostro de buena calidad no pasteurizado y el
calostro de regular calidad pasteurizado y no pasteurizado.

2. El calostro de buena calidad no pasteurizado muestra diferencias
significativas en un mayor numero de diarreas con presencia de
Cyptosporidium spp que los calostros de regular calidad pasteurizado y no

pasteurizado.
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