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RESUMEN

Se capturaron de 94 palomas Columba livia de 10 hatos lecheros de la
Comarca Lagunera. Se sacrificaron humanitariamente y posteriormente se les
practicO la necropsia para obtener muestras de heces directamente del
intestino, se realizaron frotis con las heces, se tifieron con la técnica de Ziehl
Neelsen modificada y fueron observadas al microscopio a 40 aumentos. De los
10 hatos lecheros, 4 (40 %) fueron positivos a la presencia de Cryptosporidium
spp. Se encontraron 16 (17.02 %) palomas positivas que eliminaron ooquistes
de Cryptosporidium spp. Con estos resultados se concluye que las palomas
juegan un papel importante en la transmisién de Cryptosporidium spp en hatos

lecheros de la Comarca Lagunera.



|. INTRODUCCION

Los pardsitos Cryptosporidium spp son protozoarios intracelulares obligados
del Phylum Apicomplexa (Pérez et al., 2005), este organismo se desarrolla y
multiplica en las células epiteliales de los aparatos digestivos y respiratorios de
vertebrados (Ortega-Mora et al., 2002). Las infecciones ocurren
predominantemente en animales muy jovenes, solo los humanos al parecer son
susceptibles en cualquier etapa de su vida (Butler y Mayfield et al., 1996). En
hospedadores inmunocompetentes, la infeccion es tipicamente aguda y se
autolimita, mientras que en individuos inmunocomprometidos tales como
personas que reciben drogas inmunosupresivas y pacientes con SIDA, es

comunmente una enfermedad cronica (Guyot et al., 2002).

La criptosporidiosis es una enfermedad zoondtica mundial emergente
(Champliaud et al., 1998). En mamiferos las criptosporidias carecen de
hospedador especifico y por eso son agentes zoonaéticos (Holland et al., 1990).
La transmision de la enfermedad ocurre por la ruta oral-fecal (Champliaud et
al., 1998), pero la infeccion resulta del consumo de agua subterrdnea
contaminada o alimento contaminado (Holland et al., 1990), ya sea de persona
a persona, o gente que trabaja con animales cerca, pero las fuentes de agua
han sido implicadas (Boak y Packman et al., 2001). Las aves migratorias de
diversas especies juegan un papel muy importante en el transporte y dispersion
de microorganismos, entre estos esta Cryptosporidium spp (Hubalek et al.,
2004). El ooquiste es el mas importante contaminante del agua potable en los

Estados Unidos, representando una amenaza en la salud publica, habiendo



causado numerosos brotes de la infeccidn por contaminacion de agua potable y
recreacional (Graczyk et al., 1996). C. parvum es la Unica especie que infecta a
humanos, pero también infecta un amplio rango de vertebrados incluyendo la
mayoria de animales principalmente rumiantes neonatos (Butler y Mayfield et

al., 1996; De Graaf et al., 1999).

La transmision de aves a mamiferos no se ha logrado, pero sin embargo la
transmision inversa (mamiferos a aves) esta bien documentada, pero el
Cryptosporidium que se aisla de mamiferos es infeccioso para otros
mamiferos, el aislado de aves son generalmente infecciosos para otros
especies aviarias (Butler y Mayfield et al.,, 1996). La infeccién por
Cryptosporidium spp puede ser detectada en mas de 30 especies de aves
incluyendo pollos domésticos, pavos, patos, gansos, faisanes, codornices y
una amplia variedad de aves silvestres y en cautiverio (De Graaf et al., 1999;

Ng et al., 2006; Rodriguez et al., 1997).

Las pérdidas econdmicas asociadas con esta enfermedad no solo se deben al
resultado de la mortalidad, sino también al retraso del crecimiento de los
animales que se recuperan, costo de medicamentos, asistencia veterinaria y el

incremento del trabajo involucrado (De Graaf et al., 1999; Quilez et al., 2003).

En la Comarca Lagunera se ha informado de una frecuencia del 30 % de
criptosporidiosis en diarrea de las terneras y por medio del presente estudio se
pretende relacionar a las palomas como fuentes de infeccion de las becerras o

contaminacion del agua y del alimento (Delgado et al., 2007).



Il. ANTECEDENTES

El Cryptosporidium sp fue descrito por primera vez en 1907 por Tyzzer pero fue
reconocido como patdégeno humano en 1976. Tuvo real importancia a
comienzos de la década del 80, asociado a las personas que padecian el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida en quienes el protozoo causa severas

diarreas (Kosteski et al., 2000).

Entre 1907 y 1955, Cryptosporidium spp., se describié en muchas especies de
animales y se crey0 ser no patdgeno. Durante los siguientes 20 afios, las
infecciones por criptosporidias fue asociada con enterocolitis en varios
animales incluyendo pavos, serpientes de cascabel, el zorro comun de Europa,
pollos, conejillos de india, ovejas, monos Rhesus, perros, gatos, vacas,
caballos, cerdos, ciervos, cabras, ardillas grises y mapaches (Parisi y Tierno et

al., 1995).

Cryptosporidium meleagridis, un protozoario primeramente observado en
pavos, ha sido ligado por bastantes investigaciones a la criptosporidiosis en
humanos. El C. meleagridis es la Unica especie conocida de Cryptosporidium

que infecta tanto a especies aviarias como mamarias (Akiyoshi et al., 2003).

Cryptosporidium fue primero reconocido como un patdégeno transmitido por el
agua durante una epidemia en Braun Station, Texas, donde mas de 2,000

individuos padecieron criptosporidiosis (EPA, 2001b).



La especie de mayor interés es C. parvum, que infecta las células epiteliales
del intestino delgado y tiene ademas importancia desde el punto de vista
sanitario, puesto que debido a su escasa especificidad de hospedador puede
transmitirse al hombre a partir de los animales (Quilez et al., 2003). Muchas
especies de Cryptosporidium estan presentes en animales de las cuales C.
parvum y C. hominis son las causas mas importantes de criptosporidiosis en

humanos y rumiantes (Zhou et al., 2004).

Dos especies de Cryptosporidium son actualmente consideradas como
patdgenos validos en las especies de aves (C. meleagridis y C. baileyi) (EPA,
2001b). C. meleagridis junto con C. parvum, estan asociados con la
criptosporidiosis en humanos (Akiyoshi et al., 2003). A pesar de que C. parvum
no es infeccioso para vertebrados acuaticos y semiacuaticos, estos animales
poiquilotérmicos pueden diseminar también los ooquistes ingeridos (Graczyk et

al., 1996).

Los gansos de Canada pueden servir como transportadores accidentales de
criptosporidias infecciosas en humanos y probablemente jueguen un papel
menor en la transmision del ciclo del patégeno de animal a humano (Zhou et

al., 2004).

2.1 Etiologia

El género Cryptosporidium es el Unico género conocido de la familia

Cryptosporidiidae. Las familias Cryptosporidiidae, Sarcocystidae y Eimeriidae



constituyen el suborden Eimeria. Los géneros de la familia Sarcocystidae

(Sarcocystis y Toxoplasma) y de la familia Eimeriidae (Eimeria e Isospora) son

patdogenos bien conocidos para diferentes especies animales. Existen 4

caracteristicas que distinguen a Cryptosporidium spp de otros protozoarios

coccidianos, (i) Carencia de hospedador especificos, (ii) diferenciacion después

de la fijacion dentro de una membrana parasitéfora en una localizacion celular

extracitoplasmatica, (iii) un ooquiste que tiene 4 esporozoitos desnudos, (iv) los

ooquistes son completamente esporulados antes de pasar por las heces

(Holland et al., 1990).

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica @eyptosporidium

hospedador) con desarrollo de eta
justo bajo la membrana de la cél
del hospedador; el
esporoquistes y con 4 esporozoit

ooquiste $

CLASIFICACION | NOMBRE CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Phylum Apicomplexa Formas invasoras tiene complejo
apical con revestimiento polar,
roptrias, micronemas, conoides |y
microtubulos

Clase Sporozoasida Locomocién de formas invasoras por
flexion motora del cuerpo, DO
ondulacion

Subclase Coccidiasina Ciclo de vida con merogonias,
gametogonias y esporogonias

Orden Eucoccidiorida Se encuentran  merogonias |en
hospedadores vertebrados

Suborden Eimeriorina Desarrolla gametos masculinos |y
femeninos independientemente

Familia Cryptosporidiidae Monoxeno (el ciclo de vida en un

pas
IE
n
0S;

D

microgametos sin flagelo.

(Current y Garcia et al., 1991)

El nimero exacto de especies de Cryptosporidium spp no ha sido definido

claramente. Sin embargo, Cryptosporidium spp ha sido nombrado segun la



especie de hospedador del cual se aisld6 0 que este sea capaz de infectar
(Holland et al.,, 1990). La clasificacibn taxonémica de los ooquistes de
Cryptosporidium esta basada en la morfologia del ooquiste, la especificidad del
huésped y el sitio anatomico de la infeccion (Jellison et al., 2004; Champliaud

et al., 1998).

Otras especies de Cryptosporidium morfoldgicamente distintos tienden a
encontrarse en reptiles, aves y mamiferos pero no tienen nombre (Xiao et al.,
2004). De acuerdo con Barer y Wright (1990), hay al menos cuatro especies
ampliamente aceptados actualmente sobre esto: Dos que infectan aves (C.
baileyi, C. meleagridis) y dos que infectan mamiferos (C. muris, C parvum)

(Butler y Mayfield et al., 1996).

2.2 Morfologia

Aungue los ooquistes de muchos Cryptosporidium spp son morfolégicamente
similares, las medidas morfométricas de los ooquistes pueden jugar un papel
vital en la diferenciacién de algunos Cryptosporidium spp. Por ejemplo, las
especies establecidas en aves y reptiles pueden ser facilmente diferenciadas

en base al tamafio y forma del ooquiste (Xiao et al., 2004).

Los ooquistes son de forma ovoide y pequefio tamafio de 5 X 4.5 micrometros
son las formas de resistencia que se eliminan con las heces de los animales

parasitados y son los estadios de mayor importancia para la dispersion,



supervivencia e infectividad del parasito, asi como para su deteccion e

identificacion (Quilez et al., 2003).

Cuadro 2. Especies @ryptosporidiunconsideradas validas.

Especies Autor Hospedador

C. gani Barrer and Carbonell, 1974 Ovies arieqoveja domestica)

C. ameivae Arcay y Bastardo 1969 Ameiva ameivdlLagarto)

C. anserinum | Proctor y Kemp, 1974 Anser ansefGanso doméstico)

C. baileyi Currentet al, 1986 Gallus gallus(Pollo doméstico)

C. bovis Barrer y Carbonell, 1974 Bos Taurugox)

C. crotali Triffit, 1925 Crotalus confluengSerpientes)

C. ctenosauris | Duszynski, 1969 Lagarto costarricense

C. cuniculus Inman y Takeuchi, 1979 Oryctolagus cuniculus (Conejo
domeéstico)

C. felis Iseki, 1979 Felis cati(Gato doméstico)

C. garnhami Bird, 1981 Homo sapiengHombre)

C. lampropeltis | Andersoret al,, 1968 Lampropeltis calligaster
(Lagarto)

C. meleagridis | Slavin, 1955 Meleagris gallipavqPavo)

C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculugRaton
doméstico)

C. nasorum Hooveret al, 1981 Naso literatugPeces)

C. parvum Tyzzer, 1912 Mus musculus

C.reis Levine, 1981 Macaca mulattgMono rhesus)

C. serpentis Levine, 1981 Serpientes

C. tyzzeri Levine, 1961 Gallus gallus(Pollo doméstico)

C. vulpis Wetzel, 1938 Vulpes culpes(Zorro comun de
Europa)

C. wrairi Vetterlinget al, 1971 Cavia porcellugConejillo de

india)

Fayer y Ungar et al., 1986.



El ooquiste contiene 4 esporozoitos, los esporozoitos son moviles de 1
micrometros, los cuales se adhieren e invaden las células epiteliales

absorbentes que revisten el tracto gastrointestinal (Clark et al., 1999).

2.3 Ciclo biolégico

El ciclo bioldgico es monoxeno y todas sus fases sexuales y asexuales ocurren
en un mismo hospedador, este se parece estrechamente a otros protozoarios

coccidianos (Ortega-Mora et al., 2002; Holland et al., 1990).

Los ooquistes maduros son vertidos en las heces del hospedador infectado,
entonces a traves de la contaminacion del medio ambiente, agua o comida los
ooquistes son ingeridos por otros hospedadores adecuados (Butler y Mayfield
et al., 1996). En los rumiantes domesticos, el ciclo comienza cuando estos
ooquistes son ingeridos seguido por el desenquistamiento en el tracto
gastrointestinal del hospedador, liberandose del ooquiste los cuatro
esporozoitos (Ortega-Mora et al.,, 2002). La temperatura corporal de los
mamiferos (alrededor de los 37 °C), las sales biliares y, posiblemente, la
tripsina son los factores que mas influyen en esta fase (Ortega-Mora et al.,
2002; Holland et al., 1990). Una vez liberados, los esporozoitos alcanzan el
borde luminal de los enterocitos mediante movimiento de contraccion,
extension y deslizamiento. Alli se invaginan a manera de dedo de guante,
siendo englobados por la membrana de la célula hospedadora, que encapsula
al parasito en el interior de una vacuola parasitéfora (Ortega-Mora et al., 2002).

Los esporozoitos y todo el subsiguiente desarrollo de etapas ocurren dentro de



la vacuola parasitofora localizado en la superficie de la célula. Este sitio
intracelular extracitoplasmatico es unico de C. parvum. Dentro de la vacuola
parasitéfora, el esporozoito se diferencia en trofozoito. El nlcleo de cada
trofozoito maduro sufre una division asexual (merogonia O esquizogonia),
resulta en el desarrollo de merontes tipo | 'y Tipo Il (Holland et al., 1990; Butler y
Mayfield et al., 1996; De Graaf et al., 1999). El meronte tipo | (primera
generacion de merontes) con seis a ocho merozoitos, los cuales una vez
liberados, invaden nuevas células donde pueden manifestar desarrollo ciclico
como merontes tipo | u originar merontes tipo Il, constituidos sélo por cuatro
merozoitos. Los merozoitos tipo Il no exhiben desarrollo ciclico, pero daran
origen a los estadios sexuales (gametogonia) diferenciandose unos en
macrogamontes (femeninos) y otros, en microgamontes (masculinos). Estos
altimos, sufren fision multiple dentro de la célula hospedadora y producen
aproximadamente diecis€is microgametos, que una vez liberados se adhieren,
penetran y fertilizan a los microgametos maduros, originando el zigoto, Unico
estadio diploide del ciclo de vida. Se constituyen asi, los ooquistes que
mediante el proceso de meiosis, daran origen a cuatro esporozoitos. Esta fase
del ciclo (esporogonia), también ocurre dentro del hospedador infectado (Diaz
et al.,, 2002b). El zigoto se desarrolla dentro de un ooquiste de membrana
gruesa o0 membrana delgada contienen 4 esporozoitos desnudos. Los
ooquistes de membrana gruesa son pasados en las heces y estos son
infectivos facilmente en huéspedes susceptibles. Los ooquistes de membrana
delgada se rompe en el huésped liberando esporozoitos estos pueden invadir
las células epiteliales adyacentes, reiniciandose el ciclo enddgeno. Los

esporozoitos liberados por los ooquistes de membrana delgada permiten a las



criptosporidia  mantener infecciones persistentes en hospedadores
inmunocomprometidos (Holland et al., 1990; Butler y Mayfield et al., 1996; De

Graéf et al., 1999).

Los microgametos carecen de flagelo y se dirigen hacia los macrogametes
siguiendo el flujo intestinal o mediante la contraccion y extension de los
microtubulos intracitoplasmaticos. La fertilizacibn se acompafa de la
penetracion del microgameto a través de la vacuola parasitofora y de la
membrana del microgameto. La esporogonia tiene lugar en el interior de la

célula hospedadora (Ortega-Mora et al., 2002).

El 80 % de los ooquistes presenta una pared gruesa, constituyen las formas de
resistencia que encontramos en el ambiente y son los responsables de la
transmision entre hospedadores. Los ooquistes de pared fina (20 %) estan
rodeados de una sola unidad de membrana (Ortega-Mora et al., 2002), este se
rompe tras la salida de la célula hospedadora, permitiendo la liberacién de los
esporozoitos que invaden nuevas ceélulas epiteliales. Este fendmeno, conocido
como autoinfeccion, no se produce en la mayoria de los coccidios y se
considera responsable de la persistencia de las infecciones por
Cryptosporidium en ausencia de reinfeccion exdgena y de una respuesta

inmune protectora (Quilez et al., 2003).

Por lo tanto, los criptosporidios tiene gran capacidad para reproducirse y

diseminarse, ya que por un lado, presentan dos ciclo endégenos capaces de

perpetuar la auto-infeccidén, el primero por reciclamiento continuo de los

10



merontes Tipo | y el segundo, a través de los esporozoitos liberados por la
ruptura de los ooquistes de paredes delgada. Por otro lado, los ooquistes
esporulan dentro del hospedador infectado y son eliminados en estado
infeccioso con las heces, siendo capaces de sobrevivir en el ambiente por un

largo periodo de tiempo (Diaz et al., 2002b).

Cada generacion de parasitos puede desarrollarse y madurar de 12 a 14 horas.
El rapido ciclo de vida mas los ciclos de auto infeccion pueden llevar a enormes
cantidades de células parasitarias en el intestino, y la consecuente infeccion de
sitios del duodeno y el intestino grueso. En los individuos inmunosuprimidos los
parasitos han sido encontrados en el estomago, en el ducto biliar, en el ducto

pancreatico y tracto respiratorio (Holland et al., 1990).

El periodo de prepatencia en los rumiantes domeésticos es de 3-4 dias, aunque
en dependencia de la edad y de la dosis infectante puede prolongarse hasta 6

o 7 dias (Ortega-Mora et al., 2002).

2.4 Diagnéstico

El diagnostico de la criptosporidiosis depende de la identificacion del ooquiste
esférico o componentes del ooquiste en el excremento o la etapa intracelular
dentro de la muestras de una biopsia de la mucosa gastrointestinal en
humanos. En tejidos, la simple tincibn de hematoxilina y eosina son suficientes
para identificar la morfologia de las etapas de vida intracelular del parasito en

su Unica localizacion apical dentro de las células epiteliales del intestino (Clark

11



et al., 1999; Power et al., 2005; Holland et al., 1990). Multiples examenes
fecales pueden ser necesarios porque los animales arrojan los ooquistes
periodicamente, sin embargo, los ooquistes son usualmente arrojados durante

el curso de la enfermedad clinica (Holland et al., 1990).

La demostracion histolégica de la etapa endogena unida al borde del cepillo de
las células epiteliales es suficiente para el diagnostico (Tpizori et al., 1983).
Entre las técnicas de tincién histologicas se ha empleado la hematoxilina-
eosina, azul de toluidina, tincion de Masson, tincion de Maquiavelo y técnicas
inmunohistoquimicas, como la peroxidasa-antiperoxidasa. Estos métodos no se
emplean actualmente en el diagnostico in vivo de la enfermedad, debido a su
caracter invasivo, al costo humano y material y a su escasa sensibilidad

(Ortega-Mora et al., 2002).

Otros métodos usados para identificar los ooquistes incluye la técnica de
flotacion modificada con Sulfato de Zinc, técnica de flotaciéon de heces y la
tincion con Giemsa, técnica Ziehl-Neelsen modificada (Tpizori et al., 1983),
considerada ser la mejor prueba para la deteccibn de ooquistes de
Cryptosporidium en muestra de heces, recomendada sobre 14 métodos
evaluados (Holland et al., 1990), especialmente en combinacién con el método
de Sheater de concentracion con solucion glucosada (Parisi y Tierno et al.,

1995:).

Se puede utilizar la técnica de auramina/rodamina, seguida por la tincion de

Ziehl Neelsen, esta es muy sensible y especifica aprovechada como
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herramienta para la identificacion de los ooquistes de Cryptosporidium (Clark et
al., 1999).

También se ha utilizado la sedimentacion en formol-eter, formol etilacetato.
Tras la concentracion, los ooquistes del parasito pueden observarse
directamente al microscopio, aplicando alguna de las técnicas de tincion o bien
utilizando alguna técnica inmunoldgica (Ortega-Mora et al., 2002). Esta técnica
resulta de gran importancia en infecciones asintomaticas o en estudios

epidemioldgicos (Diaz et al., 2002a).

Entre las técnicas inmunoldgicas para la deteccion de ooquistes en las heces
se encuentran la aglutinacion en latex, ELISA captura antigenos parasitarios
en heces (Ortega-Mora et al., 2002), y la técnica de inmunofluoresencia para
examinar la prevalencia del parasito en las heces y fuentes de agua (Tilley et
al., 1990). De todos estos métodos la inmunofluorescencia es la que presenta
mayor sensibilidad y especificidad y es la técnica mas frecuente empleada en

el diagndstico en el hombre (Ortega-Mora et al., 2002; Holland et al., 1990).

Los ooquistes de Cryptosporidium pueden ser identificados en secciones de
tejidos embebidos en parafina, por técnicas de inmunofluorescencia indirecta
de anticuerpos, usando anticuerpos monoclonales especificos de

Cryptosporidium (Current y Garcia et al., 1991).

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) proporciona un nuevo método

que puede ayudar a detectar Cryptosporidium en los suministros de agua o

portadores asintomaticos. Sin embargo, se ha reportado que algunos métodos
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de PCR no pueden diferenciar entre Cryptosporidium meleagridis y varios
genotipos de parasitos de C. parvum (Guerrant et al., 1997; Sreter et al., 2000).
En un estudio se demostro que el PCR tiene el potencial a mejorar la actual
deteccion estableciendo la capacidad del principal patbgeno humano de las

especies no patégenas (Lowery et al., 2000).

2.5 Epidemiologia

La transmision de la criptosporidiosis se produce por ingestion de ooquistes
eliminados previamente con las heces de otros animales parasitados que
contaminan la cama de la explotacion. El nimero elevado de ooquistes que
excretan los animales enfermos durante la fase aguda de diarrea hace que
constituyan la principal fuente de infeccién (Quilez et al., 2003). Los becerros
infectados tipicamente reportan eliminacién de 10°y 10’ ooquistes por gramo
de heces. Animales adultos asintomaticos también eliminan bajas
concentraciones de ooquistes, superior a 10* por gramo de heces (Davies et

al., 2004).

Los animales silvestres y transportadores mecanicos como aves, insectos,
fomites y humanos pueden actuar en la diseminacion del parasito. La extrema
resistencia de los ooquistes a las condiciones adversas del medio exterior es
un factor importante en la epidemiologia (Quilez et al., 2003), puesto que
pueden permanecer viables en el suelo o en el agua durante semanas o
meses, dependiendo de las condiciones ambientales y son resistentes a la

mayoria de los desinfectantes, incluyendo el cloro en las concentraciones
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usadas en la purificacién del agua (Diaz et al., 2002a). Los ooquistes son
capaces de conservar su infectividad durante 2 a 6 meses a 4 °C. Sin embargo,
ésta se altera por el calor a 65 °C durante 30 minutos o por el frio a -18 °C
durante 24 horas (Ortega-Mora et al., 2002). La pasteurizacion de la leche a
71,7 °C durante 15 segundos, también aseguran su destruccion (Quilez et al.,

2003).

La ingestion de agua para beber contaminada con ooquistes es el mayor medio
de transmision (EPA. 2001a), se estima que del 80 al 96 % de fuentes de agua
en los Estados Unidos estdn contaminados con Cryptosporidium (Kuhn et al.,

2002).

C. meleagridis es la Unica especie de Cryptosporidium conocido que infecta
naturalmente a especies mamiferas (humanos) y aviarias (pavos) (Akiyoshi et
al., 2003). C. baileyi es también reconocida como una causa importante de
enfermedad respiratoria en pollos (Current y Garcia et al.,, 1991). La
criptosporidiosis aviar (C. meleagridis y C. baileyi) exhiben caracteristicas que
son Unicas Yy eso las diferencia de la criptosporidiosis en mamiferos. Estos
organismos tienen una predileccion para infectar el epitelio del tracto

respiratorio y digestivo de las aves (Holland et al., 1990).

Se han descrito mas de 79 especies de hospedadores. Los factores que

contribuyen con la emergencia de criptosporidiosis en animales incluyen los

rasgos biolégicos del organismo, la carencia de tratamientos efectivos o
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preventivos incrementan la contaminacion del medio ambiente, y la tendencia

en la produccion de ganado (Mosier y Oberst et al., 2000).

La distribucion de la criptosporidiosis en los rumiantes domésticos es
cosmopolita. En el ganado bovino, la criptosporidiosis afecta tanto a razas de
carne como de leche y la prevalencia de la infeccién por C. parvum en terneros
con diarrea es del 10 a 80 %. La prevalencia de hatos se ha calculado en un
59 % y el niumero en terneros infectados varia desde al 22 a 30 % (Delgado et

al., 2007).

En vacas, corderos y cerdos, la criptosporidiosis intestinal es caracterizada por
alta morbilidad y alta mortalidad si esta asociada con simultaneas infecciones
bacterianas y virales (Holland et al., 1990). Se estima que del 15 al 56 % de
vacas productoras de leche excretan criptosporidios y quiza mas del 90 % de
los hatos de vacas productoras de leche en los Estados Unidos pueden tener

Cryptosporidium spp (Roy et al., 2004).

En la especie humana, la prevalencia es mayor en las areas menos
desarrolladas como Asia, Africa y América del Sur, con porcentajes entre el 3y
20 %, con una especial repercusion en la poblacion infantil de las zonas mas
desfavorecidas. En Europa y América del Norte los porcentajes son menores
(Ortega-Mora et al., 2002). En Haiti y parte de Africa, mas del 50 % de los
pacientes con SIDA estan infectados con Cryptosporidium spp. Se ha reportado
desde 6 continentes y en pacientes de 3 a 95 afos de edad (Parisi y Tierno et

al., 1995).
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2.6 Transmision

La transmision ocurre via ingestion de los ooquistes infecciosos, eliminados en
las heces de un hospedador infectado (Power et al.,, 2005), los animales
adultos que actuan como portadores asintomaticos posibilitan el mantenimiento
de la infeccién (Quilez et al., 2003), la transmisién ocurre a través de la ruta
oral-fecal, pero la infeccibn puede resultar mediante la ingestion de agua
subterranea contaminada o alimento contaminado o por contacto con fomites
(Holland et al., 1990; Quilez et al., 2003). Los humanos pueden adquirir las
infecciones de Cryptosporidium por varias rutas de transmision directa (Xiao et
al.,, 2004), de persona a persona 0 gente que trabaja con animales, o por
contacto con objetos contaminados, aunque la relativa importancia de estas
rutas no es conocida (Butler y Mayfield et al., 1996; Boak y Packman et al.,

2001, Roy et al., 2004).

En los rumiantes domésticos, la principal fuente de infeccién son las heces
excretadas por los animales neonatos con diarrea, aunque también hay que
considerar la eliminacion de ooquistes por los adultos que actian como
portadores asintomaticos (Ortega-Mora et al.,, 2002). La ingestion del agua
potable contaminada con los ooquistes es el principal modo de transmision

(De Graéf et al., 1999).

Los ooquistes de Cryptosporidium son resistentes al medio ambiente, y la

transmision por medio del agua ha emergido como un problema de salud

publica en todo el mundo. Especies de fauna, incluyendo ciervos, mapaches,
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ardillas y otros roedores salvajes y aves, han sido identificadas como una
fuente importante de contaminacion por Cryptosporidium en cuencas. Ademas,
muchos de estos hospedadores han sido implicados en la transmision

zoongtica (Power et al., 2005).

La transmision de aves a mamiferos no se ha logrado, pero sin embargo la
transmision inversa (mamiferos a aves) esta bien documentada, pero el
Cryptosporidium que se aisla de mamiferos es infeccioso para otros
mamiferos, el aislado de aves son generalmente infecciosos para otros

especies aviarias (Butler y Mayfield et al., 1996).

2.6.1 Fuentes

Las fuentes de infeccién y el modo de transmision son muy variados, cepas de
una especie de animal puede infectar a un amplio espectro de otras especies.
De esta forma, cepas aisladas del hombre, terneros, corderos y cabritos han
sido transmitidas por via oral a corderos, terneros y lechones. Asimismo existen

evidencias de transmision interhumanas (Kosteski et al., 2000).

Las fuentes de contaminacion de agua superficial incluyen flujos de aguas
residuales, descargas de aguas de desecho, desechos de rastros, desecho de
materia animal fecal directa en el agua, la sedimentacion indirecta via desecho
de tierra en donde el ganado pasta y/o vida salvaje, dispersion de estiércol y
aguas residuales, y descarga de agua proveniente de tormentas. Los ooquistes
de Cryptosporidium presentes en la tierra de depdsitos animales han sido

ligados cualitativamente y casualmente a eventos relacionados con el
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incremento de concentracién de patdgenos en arroyos y pantanos (Davies et

al., 2004).

Los ooquistes localizados en fuentes de agua provenientes de materia fecal
animal o humano entran en el agua corriente o0 subterranea, a veces como
resultado de desplazamiento sobre la superficie después de una fuerte
precipitacion o por pobres practicas de agricultura tales como fugas en tiendas
de abono. Los cuerpos de agua corriente esta obviamente mas en riesgo, y
hasta recientemente se creia que los mantos subterraneos estarian protegidos
por la accién de la filtracion de la tierra y rocas entre la superficie y el cuerpo de
agua. Sin embargo, ahora se sabe que los ooquistes pueden alcanzar agua
subterranea y sobrevivir, incluso en condiciones anaerébicas (Boak y Packman

et al., 2001).

La contribucion de las aves acuaticas migratorias completa un riesgo para la
salud publica de criptosporidiosis sigue siendo confusa. El transporte de
ooquistes a través de las aves acuaticas migratorias ha sido demostrado. De
hecho, una investigacion con algunas especies aviarias demostro que los
ooquistes conservan su infectividad después de pasar a través del tracto
intestinal de los animales (EPA, 2001b). En un estudio se indicd que los gansos
de Canada juegan un papel de transportadores mecanicos de infecciones con
C. parvum y diseminan el ooquiste infeccioso en el medio ambiente (Graczyk

et al., 1998; Zhou et al., 2004).
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Las aves acuaticas pueden servir como un mecanismo de esparcimiento a
través del agua de este patdgeno y puede diseminar el ooquiste infeccioso en
un ambiente acuatico. Muchas de las actividades diarias de un ave acuatica
involucran comer pasto en tierra y entrar en aguas superficiales con defecacion
dentro del agua. Se ha demostrado que comer pasto frecuentemente es un
factor que predispone a las aves acuaticas a entrar en contacto con el

patdgeno que puede ser trasmitido por via acuatica (Graczyk et al., 1996).

Los insectos también pueden exponerse a transportar C. parvum en su
superficie exterior o también en su tracto intestinal. La mosca doméstica se
expone a las heces del bovino que contienen ooquistes de C. parvum
transportando los ooquistes a otras superficies de declaracion via fecal (EPA,

2001a; Graczyk et al., 1999).

En el medio ambiente el ooquiste criptosporidial es extraordinariamente
resistentes a la desinfeccion quimica (e.g. cloracién del agua de beber) pero
son susceptibles a temperaturas extremas de frio y calor (pasteurizacion)

(Arrowood et al., 2002).

2.7 Signos y Lesiones

Las infecciones son primeramente observadas en animales jovenes y animales

con sistema inmune comprometido, mientras que los animales adultos sanos

contagiados pueden ser asintomaticos o desarrollar solo signos clinicos ligeros.
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Los animales adultos frecuentemente aparecen asintomaticos mientras

excretan un numero pequefio de ooquistes (EPA, 2001a).

En muchos animales, la infeccidon de Cryptosporidium no esta asociada con
signos clinicos o asociada solamente con agudos, autolimitando la enfermedad.
Algunos animales como los reptiles, serpientes o individuos que estan
inmunosuprimidos la infeccion por Cryptosporidium es frecuentemente crénica

y puede ser fatal finalmente (Xiao et al., 2004).

En los bovinos adultos aparentemente no causa enfermedad manifiesta, pero la
produccion de leche se ha visto significativamente reducida en la vacas

afectadas (Diaz et al., 2002a).

La infeccion por criptosporidiosis en las aves puede ser latente o asintomatica.
En algunas especies de aves la presencia del patdgeno es mas intensa y los
signos clinicos mas obvios en aves jévenes que en adultas (Hubalek et al.,

2004.)

Entre las especies de animales domésticos la mas afectada por
criptosporidiosis es la bovina, en especial los neonatos de 4 a 30 dias de edad,
con una morbilidad alta del 10 a 85 %. El sindrome diarreico tiene una
etiopatogenia compleja, pues cuando el Cryptosporidium es el Unico causante
la mortalidad es baja, pero dependiendo de su asociacién con otros agentes
infecciosos, el grado de inmunidad y el estado del hospedador, la mortalidad

puede ser alta (Ortolani y Soares et al., 2003).
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El periodo de prepatencia puede ser de 3 a 8 dias, aunque lo normal son 3 0 4
dias, prolongandose en animales mayores del mes y cuando la dosis infectante
es muy baja. El periodo de prepatencia es similar al de la incubacion,
coincidiendo la presencia de la diarrea con el comienzo en la eliminacion de

ooquistes (Ortega-Mora et al., 2002).

No existen signos patognomonicos que diferencien a la criptosporidiosis de
procesos causados por otros enteropatdgenos. El principal signo clinico de la
criptosporidiosis en mamiferos es la diarrea profusa, asociada a la excrecion de
una gran nuamero de ooquistes en las heces (Ortega-Mora et al., 2002).
Acompafando a la diarrea y dependiendo de diversos factores como la edad, el
estado inmunitario y las condiciones ambientales se pueden presentar otros
signos clinicos, como anorexia, dolor abdominal, deshidratacion, pérdida de
peso, postracion y fiebre (EPA, 2001a; Ortega-Mora et al., 2002; Xiao et al.,
2004). Si las condiciones ambientales son adversas y el manejo en la
explotacion no es bueno, se puede producir brotes con elevada mortalidad

(Ortega-Mora et al., 2002).

El color de las heces suele ser amarillento y no es normal la presencia de
sangre. La duracion de la diarrea es variable, oscilando entre 3 a 5 dias en los
casos leves y 1 a 2 semanas en los mas graves. La excrecién de ooquistes se
eleva, en general, de 1 a 2 dias después de iniciados los sintomas, alcanzando

un maximo en los brotes de campo en la segunda semana, disminuyendo
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posteriormente, siendo los niveles bajos en la tercera semana de vida (Ortega-

Mora et al., 2002).

En humanos, este organismo puede causar diarrea persistente de 1 a 3
semanas (Kuhn et al., 2002). En individuos inmunocompetentes, especialmente
los nifios, la criptosporidiosis es aguda, pero la enfermedad se autolimita
después de 8 a 20 dias, sin embargo la persistencia indefinidamente es
también mas severa en individuos inmunoloégicamente comprometidos,
caracterizado por un comienzo de diarrea explosiva, profusa y aguada, puede
contener moco, pero raramente sangre y leucocitos, y esta a menudo asociado
con pérdida de peso (Current y Garcia et al., 1991; Uip et al., 1998),
usualmente de 1 a 2 semanas después de la exposicion, aunque el periodo de
incubacion es corto de 2 dias (Butler y Mayfield et al 1996). Otros sintomas
menos frecuentes incluye dolor abdominal, malestar general, debilidad, fatiga,
pérdida de apetito, nauseas, vomito, pérdida de peso y fiebre (<39 ° C) (Butler y
Mayfield et al 1996; Jellison et al., 2002). La duracion de los sintomas vy el
resultado tipicamente varia segun el estatus inmune del hospedador (Current y

Garcia et al., 1991).

En la mayoria de los rumiantes neonatos infectados se producen diversos
grados de caquexia y deshidratacion. EI abomaso, con frecuencia, contiene
leche sin digerir formando coagulos y el intestino delgado presenta enteritis
congestiva, con la mucosa hiperémica, pero no hemorragica. El contenido
intestinal es, con frecuencia, amarillento y acuoso y suele existir acumulé de

gas en ciego y colon. La actividad de la lactasa intestinal parece estar
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disminuida, observandose restos de leche sin digerir en las heces de los

animales (Ortega-Mora et al., 2002).

Las infecciones por Cryptosporidium son principalmente concentradas en el
intestino delgado distal pero las lesiones también son encontradas en el ciego
y colon (De Graaf et al.,, 1999). Los cambios histopatolégicos acontecen
transcurridas 48 a 72 horas de la infeccion, no existiendo cambios morfolégicos
importantes durante el desarrollo de las fases asexuales (Ortega-Mora et al.,

2002).

Las lesiones histolégicas incluyen criptitis, disminucion de la altura de la
mucosa, atrofia de las vellosidades, y fusion de las vellosidades.
Bioquimicamente, las actividades enzimaticas de la mucosa disminuyen. La
pérdida de las vellosidades, disminuye la actividad enzimatica de la mucosa y
reduce el area de superficie de absorcion comprometiendo la digestion
intestinal y absorcion de los nutrientes de la dieta. Ocurren problemas de
digestion y mala absorcion de nutrientes en vacas jovenes infectadas con
Cryptosporidium spp. La acumulacion y la fermentacion de nutrientes

producen diarrea (Holland et al., 1990).

La enfermedad intestinal de palomas (Columba livia) se caracteriza por diarrea
y pérdida de peso. En palomas la criptosporidiosis se asocia con hiperplasia de
las criptas intestinales e infiltracion inflamatoria moderada en la lamina propia

(Rodriguez et al., 1997).
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2.8 Patogenia

El mecanismo fisiopatologico que desencadena el cuadro diarreico en las
infecciones por C. parvum no se conocen en su totalidad, la naturaleza e
intensidad de la diarrea sugiere la participacion de una enterotoxina, sin
embargo, la enterotoxina del parasito no ha sido identificada (Robinson et al.,
2001; Butler y Mayfield et al., 1996), es evidente que la mucosa intestinal
padece lesiones directas provocadas por el desarrollo de las fases de
esquizogonia en los enterocitos apicales, que se traducen en la atrofia y fusion
de las vellosidades intestinales y la pérdida de enzimas digestivas del borde
luminal, quedando la superficie de absorcion claramente disminuida (Quilez et

al., 2003).

Esta invasion de los enterocitos por el parasito dafia y destruye las células
absorbentes y ocasiona su extension al lumen intestinal (Ortega-Mora et al.,

2002).

Existe una respuesta del hospedador consistente en la infiltracion de la lamina
propia por células inflamatorias. Se ha sugerido que los macréfagos podrian
producir factor de necrosis tumoral alfa que estimula la produccion de
prostaglandinas (PGE2) por parte de los fibroblastos u otras células de la
lamina propia que, a su vez, provoca la secrecion de cloro e inhiben la
absorcion de NaCl. Esta interrupcion en el balance de absorcién/secrecién

puede conducir a la diarrea (EPA, 2001a).
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2.9 Tratamiento y Prevencion

A pesar de numerosas evaluaciones, no se han encontrado componentes
efectivos contra las infecciones criptosporidial. Es mas, no se ha desarrollado
una profilaxis adecuada que reduzca la susceptibilidad de la infeccién. En
animales, un numero de agentes antimicrobianos incluyendo los coccidiostatos,
antibioticos de amplio espectro y antihelminticos se han encontrado inefectivos
(Holland et al.,, 1990). En becerros experimentalmente infectados bajo
condiciones controladas, productos tales como lasalocida, lactato de
halofuginona, decoquinato y paromicina, lograron reducir la severidad y la
duracion de la diarrea asociada con la infeccion por C. parvum. Sin embargo, la
efectividad de estos farmacos aun no ha sido confirmada en ensayos clinicos

de campo (Diaz et al., 2002b).

En animales, la inmunizacion pasiva por consumo de calostro maternal no es
enteramente protectora. En vacas de granja donde ellos son expuestos
constantemente desarrollan critosporidiosis intestinal incluso después de

consumir suficientes inmunoglobulinas maternales (Holland et al., 1990).

Desafortunadamente los ooquistes no son afectados por métodos
convencionales de desinfeccion del agua potable, tales como la cloracion y el
tratamiento con rayos UV. Métodos fisicos tales como la micro filtracién puede
remover un numero significativo de ooquistes, pero la mayoria del agua

subterrdnea tiene un minimo de tratamiento antes de que el agua sea puesta
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en el suministro, por esta razén es la necesidad de la evaluacion para este

riesgo (Boak y Packman et al., 2001).

En la enfermedad clinica severa y la pobre respuesta a la terapia son
observadas cuando se involucran con otros patdégenos entéricos y cuando el

tiempo es extremadamente frio (Holland et al., 1990).

En ausencia de tratamientos efectivos para la criptosporidiosis resalta la
necesidad de medidas preventivas (Spano et al., 1998). De ahi se ha pensado
en una vacuna preventiva de criptosporidiosis en humanos y otros animales,
que aun no ha sido efectiva, en casos severos la terapia de rehidratacion oral
conduce a reponer fluidos y pérdidas de iones del cuerpo y el suministro de una
nutricion adecuada es a menudo suficiente en la rehabilitacion de becerros

jovenes (Butler y Mayfield et al., 1996; Holland et al., 1990).

Las medidas de control basadas en las practicas de manejo, nutricién e higiene
del rebafio, que contribuyan a minimizar el grado de exposicion al agente
infeccioso y que aumenten el nivel de resistencia de los neonatos puede
reducir significativamente la morbilidad y difusiéon del parasito (Diaz et al.,

2002h).

Asegurar que los becerros en las primeras dos a tres semanas de vida, sean
alojados en un ambiente con reducida contaminacion, instalaciones para
paricion, limpios, secos y sin ocupacion reciente por otros animales, genera

condiciones apropiadas para los recién nacidos. Los becerros que presenten
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diarrea deben ser aislados; esto es de gran importancia, ya que contribuira a
evitar la difusion de la enfermedad. Igualmente, debera evitarse la presencia de
otras especies de animales de explotacion pecuaria o de compafia (Diaz et

al., 2002 b; Harp y Goff et al., 1998).
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Ill. JUSTIFICACION

De acuerdo con los antecedentes descritos y tomando en cuenta que en la
Comarca Lagunera recientemente se han realizado estudios epidemiologicos
de criptosporidiosis en becerros encontrandose que del 25 al 30 % fueron
positivos a la infeccion, la finalidad del presente trabajo fue analizar palomas
Columba livia de hatos lecheros conocidos que tienen infecciones crénicas de
ésta enfermedad, como una posible fuente de contaminacién que pudiera estar
involucrada en la infeccion, tomando como factor de riesgo la eliminacion de los

ooquistes de Cryptosporidium por parte de las palomas.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar la frecuencia de Cryptosporidium spp en heces de palomas

(Columba livia), en hatos lecheros de la Comarca Lagunera.

4.2. Objetivos Especificos

1. Realizar estudios microscépicos de heces frescas de palomas Columba

livia para identificar ooquistes de Cryptosporidium spp, utilizando la

tincion de Ziehl Neelsen modificada.

2. Medir la intensidad de infeccion de ooquistes de Cryptosporidium spp en

heces de palomas Columba livia, tomadas directamente del intestino.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Fase de campo. El trabajo de campo se realiz6 en 10 hatos lecheros de la
Comarca Lagunera. Las palomas Columba livia fueron capturadas en cada uno
de los hatos lecheros. Se muestrearon un total de 94 palomas, que fueron

transportadas en refrigeracion al lugar de trabajo.

Fase de laboratorio. Las muestras se trabajaron en el laboratorio de Patologia
de la Unidad de Diagnéstico de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio
Narro, Unidad Laguna. Se realizé la necropsia para obtener las heces fecales

directamente del intestino para posteriormente procesarlas.

Procedimiento de la tincion.  Se realizaron frotis con las heces frescas en
portaobjetos y se dejaron secar al aire, se enjuagaron con agua, para tefirlas
con la técnica de Ziehl Neelsen modificada, de acuerdo con las siguientes
especificaciones: Se sumergieron por 30 minutos en Carbol-fucshina,
posteriormente se lavaron en agua corriente hasta quitar el exceso de
colorante, se decoloraron en alcohol acido al 1 % (alcohol al 70 % al 1 % de
acido clorhidrico) hasta obtener un color rosa en la tincion, y asi eliminar el
exceso del colorante, se realizd la contratincion con azul de metileno por 5
minutos, después se lavd con agua corriente hasta quitar el exceso de
colorante. Las muestras se prepararon para observarlas al microscopio,
utilizando resina sintética y cubreobjetos, para ello se aclararon las muestras

con alcohol etilico al 96 %, alcohol etilico absoluto y Xilol.
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Interpretacion de las observaciones.

Los criterios de evaluacion se basaron

en la observacion de los ooquistes de color rojo brillante. Se observaron con el

objetivo 40X, se contabilizaron 50 campos Opticos antes de considerar un caso

negativo.

La intensidad de infeccidn se contabilizé de acuerdo al siguiente criterio:

Negativo
Incipiente
Leve
Moderado

Severo

()
(+)

(++)

(+++)

(++++)

No se observaron ooquistes

Se observaron de 1 a 10 ooquistes
Se observaron de 11 a 20 ooquistes
Se observaron de 21 a 40 ooquistes

Se observaron mas de 41 ooquistes
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De los 10 hatos lecheros muestreados, 4 (40 %) resultaron positivos a la
presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en las heces de palomas
Columba livia. De las 94 muestras de heces de las palomas colectadas de los
10 hatos lecheros, 16 (17.02 %) fueron positivas a la presencia de ooquistes de

Cryptosporidium spp.

El porcentaje de animales positivos con respecto al total de animales
muestreados por hato fue de 22.2 hasta 100 %. La intensidad de la infeccidn

fue incipiente y leve de acuerdo al criterio de conteo utilizado.

Rodriguez et al., (1997) identificaron criptosporidiosis intestinal en tres palomas

jovenes. Este fue el primer caso de criptosporidiosis reportado en palomas.

Por otra parte, Hubdlek et al., (2004) indicaron que las aves en libertad,
incluyendo aves migratorias, pueden jugar un papel importante de

transportadoras de este patogeno.

También Zhou et al., (2004) mencionan que los gansos de Canada pueden
servir como transportadores accidentales de las infecciones de criptosporidias
en humanos probablemente jueguen un papel menor en la transmisién de ciclo

del patégeno de animal a humano.
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Cuadro 3. Frecuencia dayptosporidiumspp en palomaSolumba liviaen la Comarca

Lagunera.

Establo N N/ % + % pm % PPT
1 16 16 0 0 0

2 16 16(100) 5 31.25 31.25
3 4 4(100) 4 100.0 100.0
4 9 9 0 0 0

5 5 5 0 0 0

6 9 9 0 0 0

7 10 10(100) 5 50 50

8 9 9(100) 2 22.22 22.22
9 10 10 0 0 0

10 6 6 0 0 0
TOTAL 94 94(100) 16 17.02 17.02

N= Numero total de palomas en el hato lechero.

n/ %= Porcentaje de las muestras de heces reaidsati@ palomas.
+ = Positivos &ryptosporidium ssp.

% pm = Porcentaje de positivos en relacion a lassinas.

% PPT= Porcentaje de positivos en relacion a léagan total.

Akiyoshi et al., (2003) reportan que C. meleagridis es la Unica especie de

Cryptosporidium conocida que infecta naturalmente a especies mamiferas

(humanos) y aviarias (pavos).
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Sreter et al., (2000) comentan que algunos aislamientos de C. parvum de
bovinos, se conoce que infectan a aves, porque los ooquistes de C. meleagridis
y C. parvum no pueden ser diferenciados inequivocamente sobre la base del

tamafo y de la morfologia.

La técnica que se llevo a cabo en la investigacion fue la de Ziehl Neelsen, esta
se utiliz6 por ser de bajo costo y rapida para la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium spp (Kehl et al.,, 1995), ademas de que es muy sensible y

especifica en comparacion con técnicas inmunolégicas.
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VIl. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

Las palomas Columba livia que habitan en hatos lecheros de la Comarca
Lagunera presentan un 17.02 % de positividad a la presencia de ooquistes de

Cryptosporidium spp.

Las palomas Columba livia son una posible fuente de contaminacion de agua y

alimentos de criptosporidias en los hatos lecheros de la Comarca Lagunera.

Se sugiere realizar estudios con otras técnicas de laboratorio con mayor
especificidad y sensibilidad como PCR, para la identificacién y caracterizacion
de especies de los aislamiento de Cryptosporidium a partir de heces de

palomas Columba livia.
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