UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
"ANTONIO NARRO" UNIDAD LAGUNA

DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL

CRYPTOSPORIDIOSIS EN UN HATO DE OVINOS EN
DIFERENTES ETAPAS PRODUCTIVAS

POR:

JAFET ABISAI BARRERA TORRES TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL TITULO DE:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

TORREON, COAHUILA, MEXICO. MAYO DEL 2007



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA "ANTONIO
NARRO" UNIDAD LAGUNA

DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL
TESIS

CRYPTOSPORIDIOSIS EN UN HATO DE OVINOS EN
DIFERENTES ETAPAS PRODUCTIVAS

APROVADA POR EL COMITE PARTICULAR DE REVISION

PRESIDENTE DEL JURADQ

M.V.Z. J. GUADAL RODRIGUEZ MARTINEZ

COORDINADOR DE LA DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL

@) ‘\4 g A r B /5 ,'.'. >
. y-- 4
= -‘I

M.C. JOSE?,({S CISCO SANDOVAL ELIAS

la D
nepdiracibn
s “ i ae Amuma)

g & Ciemsis 2

.




CRYPTOSPORIDIOSIS EN UN HATO DE OVINOS EN
DIFERENTES ETAPAS PRODUCTIVAS

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

EL TITULO DE: MEDICO VETERINARIO
ZOOTECNISTA

- r
PRESIDENTE: /¥ -
F /’

M.V.Z. J.
GUADAI*E / T
RODRIGUEZ
MARTINEZ
VOCAL.:
0>‘ . (4 -UA ' Al _

M.C.| RAMON A. DEL;AD* GONZALEZ

VOCAL.:
7

M.C. JUAN LUIS MORALES CRUZ

SUPLENTE:



DEDICATORIAS:
A Ml MADRE:

Francisca Torres Méndez
Este trabajo lo dedico principalmente a mi madre, luchadora incansable que da todo por mi y
qgue en ningun momento dudo de mi capacidad, asi como tampoco dudo en darme el pan que
muchas veces falto en su casa para que a mi no me faltara. Gracias por darme la oportunidad
de ser alguien, por confiar en mi y por luchar siempre para que cumpliera esta meta. Sin ti no
hubiera logrado nada. TE AMO MAMA.
A MIS TiOS

Salvador Torres Zamudio, Francisco Torres Zamudio y Héctor Torres Zamudio

Dedico este trabajo a mis tios por ser un ejemplo para mi, por que no solo conté muchas
veces econOmicamente con ustedes si no también con su apoyo moral, ustedes me
ensefaron muchas cosas que no se aprenden en la universidad, principalmente a trabajar y
hacer las cosas bien y muchisimas gracias por hacerme saber que soy "SU SOBRINO EL

CONSENTIDO".los quiero mucho.

A LA FAMILIA BARRERA LEYVA Andrés

Barrera y a Leo bardo Barrera Ley va

Principalmente al sefior Andrés Barrera Barrera, por ayudarme incondicionalmente, gracias
Leobardo por ayudarme a desarrollarme profesionalmente y confiar en mi capacidad, por las
experiencias vividas que jamas olvidare. Se que puedo contar con ustedes siempre que los
necesite al igual que ustedes cuentan conmigo, gracias por su apoyo, amistad y dejarme ser
parte de su familia lo cual para mi es un gran privilegio.

A MI COMPANERA:

Martha Anai Santos Diaz
Por ser mucho mas que mi novia, por apoyarme y estar en mi corazén en este largo camino,
por compartir muchos momentos algunos muy felices y otros muy dificiles, por confiar en mi,
por tu paciencia, tu carifio y tu amor. Gracias chaparra por todo lo que me has dado TE

AMARE PARA TODA LA VIDA.



AGRADECIMIENTOS:

A mi ALMA TERRA MATER, por abrirme sus puertas y por formarme como Médico

Veterinario Zootecnista.

Al M.V.Z. José Guadalupe Rodriguez Martinez, con respeto y admiracion le agradezco por
creer en mi, por ayudarme en este proyecto, y por todos los consejos que me dio para que
este trabajo fuera una realidad, de igual manera le agradezco formar parte de mi formacion

profesional. Pero principalmente le agradezco su amistad.

Al M.C. Ramoén A. Delgado Gonzales, con mucha admiraciéon y respeto ya que aun sin
conocerme deposito en mi su confianza. Su ayuda fue fundamental para la realizacion de
este trabajo, gracias por su tiempo, tenderme la mano y demostrar la gran calidad de persona

que es.

Al M.C. Juan Luis Morales, gracias por ser parte de mi formacion y participar en este

trabajo, por la confianza que deposito en mi y por la amistad que me brindo en la carrera

Al M.V.Z. Olivia Gonzales Morales, por ayudarme desinteresadamente en este trabajo, por
prestarme un poco de tu tiempo y transmitirme conocimientos para poder realizar esta

investigacion, por lo anterior y por todas tus atenciones mil gracias.

A mis amigos, David Ricardo Cruz Mata, Armando Valenzuela Antunez, Isabel Chavez
Garcia, Cesar Sanchez Arciniega, Arturo Alejandro Maynez Chavira, Eulogio Sanchez
Flores y Alfonso Flores Coello. Con los cuales comparti muchas experiencias, casi puedo
asegurar que de todo tipo, algunas tristes, algunas de mucha alegria y otras en las que solo
puedo decir que "FUIMOS TODOS", aun que mas que amigos todos ustedes son mis

hermanos y les deseo éxito a cada uno.



DEDICATORIAS
AGRADECIMIENTOS

l.0.- INTRODUCCION
2.0- ANTECEDENTES
2.1- HISTORIA

2.2.-  DEFINICION

2.3.-  CICLO BIOLOGICO
24.-  DIAGNOSTICO

2.5.-  IMPORTANCIA

2.6.-  TAXONOMIA

2.7.-  TRANSMISION

2.8.-  SIGNOS CLINICOS
29.- CONTROL Y TRATAMIENTO
3.0.-  JUSTIFICACION

4.0.- OBJETIVOS
4.1-OBJETIVO GENERAL

42.-  OBJETIVO ESPECIFICO
5.0.- METAS

6.0-  HIPOTESIS

7.0.- MATERIAL Y METODOS
8.0.- RESULTADOS

9.0.-  DISCUSION

10.0.- CONCLUSION

Il. 0.- RECOMENDASIONES
12.0.- LITERATURA CITADA

INDICE



1.-INTRODUCCION

Los parasitos protozoarios del Phylum Apicomplexa incluyen al Plasmodium spp.,
Toxoplasma gondii, Eimeria spp., Theileria spp., y Cryptosporidium, ademas de parasitos que

s @9 Todos los miembros del

afectan a invertebrados, incluidos cucarachas y camarone
Phylum son parasitos intracelulares obligados ©***. En la actualidad, 14 especies de
Cryptosporidium estan consideradas en base a las diferencias morfolégicas, el sitio de
infeccion, la clase especifica de vertebrado, y las diferencias genéticas ©".

En la oveja, la infeccidn por Cryptosporios puede tener un elevado impacto econémico,
causando diarrea, influyendo en el crecimiento de forma negativa, y dafando la conversién del
alimento. La diarrea es comun y en algunos casos causa la muerte de los corderos 9% el
parasito se ha encontrado en neonatos infectados o en ovejas adultas asintomaticas . Las
ovejas son susceptibles a Cryptosporidium parvum y la falta de calostro, la pobre higiene y otros
enteropatégenos contribuyen al desarrollo de enfermedad clinica ©?.

Los oocistos de Cryptosporidium son resistentes al tratamiento rutinario del agua y
desinfectante quimico. Por lo que varias epidemias de Cryptosporidiosis han sido relacionadas
con agua contaminada con este parasito, la mas notable ocurrié en 1993 en Milwaukee la cual
causo un estimado de 400,000 casos de enfermedades gastrointestinales ©®. La infeccion
ocurre al ingerir ooquistes por medio del alimento o agua y ocurre cuando las sales biliares y
enzimas pancreaticas provocan la liberacion de 4 esporozoitos que invaden el epitelio intestinal
del hospedero y sufren unos ciclos de multiplicacién sexual y asexual. El ciclo de vida produce

nuevos ooquistes que son liberados en grandes cantidades en las heces “?”. Los parasitos

liberados por la célula



hospedadora lisan a la célula, impiden su crecimiento y reinvaden a otras células hospedadoras
para sobrevivir. Los ciclos repetidos de invasion celular, replicacion del parasito, lisis de las
células hospedadoras e invasion de nuevas ceélulas se dan en muchos de los tejidos dafiados
asociados con la infeccion de este género @2,

En humanos, es considerada una enfermedad autolimitante, sin embargo, en pacientes

r ®®_ El impacto

inmunocompetentes la infeccion puede conducir a una diarrea dificil de trata
econdmico de la Cryptosporidiosis es comparable con la infeccion de Rotavirus. La pérdida
media anual debido a la Cryptosporidiosis bovina en los Estados Unidos fue estimada por lo
menos en $6.2 millones de ddlares en 1978, pero recientemente el dato se actualizo y en el se
sugieren que el estimado es bajo .

El Cryptosporidium parvum es un importante agente en la etiologia del sindrome diarreico
neonatal becerros, corderos y cabras jévenes, causando considerables perdidas econdémicas
directa o indirectamente. Experimentalmente la Cryptosporidiosis entérica fue mas severa en
corderos de 5 dias. Clinicamente se caracteriza por una diarrea acuosa, lenta y muerte. Los
corderos infectados de mas de 30 dias de edad no exhibieron signos severos de la enfermedad

17

clinica @ ** ')_E| Cryptosporidium es albergado en ovejas y otros animales, por lo que se le

considera a esta puede contribuir significativamente a la contaminacién de aguas vertidas ©".

2.-ANTECEDENTES

2.1.- HISTORIA

Este parasito protozoario fue el primero en ser recolectado del tracto intestinal de

humanos en 1976, y es una causa importante de enfermedades gastrointestinales ©* **. El

primer en observar y reconocer el genero Cryptosporidium fue Ernest Edward



Tyzzer, quien describid el tipo de especies, C. muris, aislado de las glandulas gastricas de un
ratén de laboratorio. La presencia de Cryptosporidium, era comunmente confundida con otros
miembros del género apicomplexa, especialmente Sarcocystis coccidia. Sin embargo, el C.
parvum difiere de este no solo por infectar preferentemente al intestino delgado sobre el
estomago sino también por el tamafo de los ooquistes. Una gran variedad ooquistes parecido a
Cryptosporidium fueron erroneamente asignados al género. Después del reconocimiento de las
diferencias entre Cryptosporidium y Sarcocystis, se modifico el concepto erréneo de un estric.o
hospedador especifico aplicado a Cryptosporidium spp., lo que condujo a la creacion de
multiples y nuevas especies incluidos C. agni en borregos, C. anserinum en gansos, C. bovis en
becerros, C. cuniculus en conejos, C. garnhami en humanos, y C. rhesi en monos ©% *". Lihua
Xiao (2004), posteriormente publicé la descripcibn completa del ciclo de vida vy
subsecuentemente describe una segunda especie, también obtenida de un ratén de laboratorio.

En 1993, en Milwaukee, Wisconsin, una epidemia de Criptosporidiosis fue asociada con la
contaminacién del agua de la ciudad, la cual produjo aproximadamente 400,000 personas
enfermas (55!52!43!20_29!53!24).

La enfermedad es auto limitante, sin embargo, en individuos immunocompetentes
(particularmente la de individuos con SIDA y pacientes con cancer) puede provocar la muerte.
En pacientes con SIDA es causa de diarrea persistente en un 10 o 20% de los pacientes, debido
a que no existen tratamientos efectivos #3129 53713212413%120_52)

La Cryptosporidium es el mayor patégeno entérico encontrado alrededor de mundo en
infantes con diarrea aguda y cronica; en nifios desnutridos la enfermedad es severa, prolongada

y puede ser fatal®>?%.



2.2.- DEFINICION

El genero Cryptosporidium es un protozoario gastrointestinal de animales de sangre
caliente y sangre fria. El estado infeccioso de los ooquistes es transmitido via fecal-oral, comida
y agua son la ruta de infeccién mas comin “°. Estos parasitos no requieren un estado de
desarrollo externo, pero son inmediatamente infectivos cuando pasan en heces como ooquistes.
Dentro de los hospedadores, como el ganado, tiene ambos tipos de reproduccién, sexual y
asexual asi como también un ciclo de vida completo. Asi, el C. parvum infecta una gran
variedad de animales domésticos y a un amplio rango de mamiferos, particularmente rumiantes,
también han sido reportadas un animales salvajes, y se ha sugerido como causa de
contaminacion de ooquistes en agua. Aunque C. parvum no es infeccioso para vertebrados
acuaticos o semiacuaticos, estos animales poiquilotermos pueden ingerir y diseminar los
ooquistes eficientemente
2,47)

El Cryptosporidium considerado como zoonotico y antropozonotico, es el agente
etiolégico mas comun reportado en recolecciones en becerros diarreicos en los ELI. Asi, en una
inspeccion de 1,103 animales de un hato lechero, 48% de becerros entre 7 y 21 dias estaba
infectados con C. parvum. Los becerros infectados se consideran como transmisores
potenciales hacia humanos a través de la contaminacién de las vertientes de agua por las

(631 24, 9 39, 49 301 36) E| C. parvum infesta también a ratones y cerdos

explotaciones ganaderas
recién nacidos, pero no animales adultos . En el ganado bovino son reconocidas dos especies
de este género: Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium andersoni (sin. C. muris tipo

bovino). El primero, coloniza el intestino

delgado y constituye un importante agente etiolégico del sindrome diarreico de los
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becerros ‘'. El Cryptosporidium parvum es también el mas amplio enteropatégeno identificado
en becerros neonatos. El 90 % de los establos lecheros de América albergan estas coccidias, y
92% de vacas adultas asintomaticas tienen anticuerpos anti-C. parvum especificos 1gG, IgG1,
IgG2, y IgM. Los becerros neonatos experimentan alta morbilidad, pero baja mortalidad con
mono-infecciones, aunque una combinacion con otras infecciones aumenta la mortalidad ?. En
neonatos o adultos que tuvieron o adquirieron inmunodeficiencias, la enfermedad puede pasar
a ser crénica y amenazar la vida del hospedero. La diseminacion a sitios extra intestinales

puede ocurrir en hospedadores inmunocomprometidos y contribuir a la morbilidad 7*493¢),

2.3.-CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico es monoxeno y todas sus fases asexuadas y sexuadas ocurren en el
mismo hospedador ). En los rumiantes domésticos, el ciclo comienza con >a ingestién seguida
por el desenquistamiento en el tracto gastrointestinal del hospedador, liberandose del ooquiste
los 4 esporozoitos. La temperatura corporal de los mamiferos (en torno a 37° C), las sales
biliares y posiblemente, la tripsina son los factores que mas influyen en esta fase. Una vez
librados, los esporozoitos alcanzan el borde luminal de los enterocitos mediante movimientos 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. La diferenciacion de esporozoitos dentro de los trofozoitos
esféricos, ocurre por la multiplicacién asexual, formando 2 tipos de merozontes (o esquizontes).
El tipo 1 contienen 6 a 8 nucleos de los cuales llagan a ser incorporados dentro de 6 a 8

merozoitos, cuando el merozonte es maduro. Cada merozoito es capaz de infectar a
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nuevas células del hospedero; el tipo 2 merozonte, contiene 4 merozoitos cuando madura. Los
merozoitos de los merozontes tipo 2 también invaden nuevas células. En el curso de la
merogonia (ectomerogonia), se forman 8 6 4 merozoitos dependiendo de que se trate de una
esquizogonia de | o Il generacidn. Se reconoce la existencia de dos tipos de esquizontes: el tipo
| es el primero en aparecer en el ciclo bioldgico y tiene 8 merozoitos; el tipo Il tiene 4
merozoitos. Los merozoitos del tipo | pueden generar nuevas merogonias de primera
generacién o formar merontes de tipo Il a partir de los cuales se desarrollan los macro vy
microgametos. La mayoria de los merozoitos de tipo Il que entran a la célula hospedadora van
a formar macrogametos, mientras que solo unos pocos forman microgamontes, que contienen
16 microgametos en su interior Los macrogametos poseen granulos de polisacaridos
(amilopectina) en la parte basal y cuerpos formadores de la pared en la periferia. Los
microgametos carecen de flagelo y se dirigen hacia los macrogametos siguiendo el flujo
intestinal o mediante la contraccion y extensién de los microtubulos intracitoplasmaticos. La
formacién de la pared del ooquiste acontece antes que la esporulacién, que tiene como
consecuencia la formacion de 4 esporozoitos. El 80 % de los ooquistes presenta una doble
pared ooquistica se denominan ooquistes de pared gruesa constituyen las formas c'e
resistencia que encontramos en el ambiente y son responsables de la transmision entre los
hospedadores. Los ooquistes de pared fina (20%) estan rodeados de una sola unidad de
membrana y son los responsables de la autoinfeccion. Su pared, relativamente débil, se rompe
pronto tras su liberacién por la célula hospedadora y los esporozoitos penetran en las células
epiteliales adyacentes, reiniciandose el ciclo enddégeno. Aun cuando los ooquistes de algunos
Cryptosporidium spp son morfolégicamente similares, las medidas morfometricas de ooquistes
pueden jugar

papel importante en la diferenciacién de algunos Cryptosporidium spp. Por ejemplo las

12



especies establecidas de aves y reptiles pueden facilmente ser diferenciadas basandose en el

s (3031)

tamafio y formas de las partes de los ooquiste . Los ooquistes de C. parvum son

aproximadamente de 4.5 a 5 mieras de diametro .

2.4.- DIAGNOSTICO.

La Criptosporidiosis no puede ser clinicamente distinguible de otras enfermedades
diarreicas por diverso organismos infectivos. El diagnostico requiere de la deteccién de los
oocystos en la heces ©. El diagnéstico de la cryptosporidiosis resulta de la identificacién de los
ooquistes esféricos de 5 micrometros de diametro o en los estadios intracelulares dentro de la
biopsia de la mucosa gastrointestinal. En la secrecion en tejidos, una muestra tefiida con
hematoxilina- eosina deberia ser suficiente para identificar la morfologia de los estadios de vida
intracelular del parasito en su localizacién dentro de las células epiteliales del intestino. Se puede
utilizar la técnica de auramina/rodamina, seguida por la tincidon de Ziehl Neelsen ya que es muy
sensible y especifica aprovechada como herramienta para la identificacion de los ooquistes de
Cryptosporidium “”. La técnica mas precisa es la tincion por el método Ziehl Neelsen modificado
para la deteccion de ooquistes de Cryptosporidium en heces sin usar calentamiento. Se
observan los ooquistes acido resistentes, de color rojo brillante sobre un fondo azul. En algunos
se ven corpusculos internos que corresponden a los esporozoitos. También se puede usar

tincion Giemsa ©¥

. La técnica de anticuerpos fluorescentes no puede diferenciar especies de
Cryptosporidium en humanos y animales vertebrados. Las pruebas moleculares tienen algunas

ventajas por la
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sensibilidad para detectar, y la habilidad de diferenciar especies de Cryptosporidium o genotipos.
Sin embargo, estas pruebas son susceptibles al efecto de muchos inhibidores que se presentan
en muestras con un problema mayor en el descubrimiento de biologia molecular de
microorganismos en las muestras medioambientales. En la identificacion de este protozoario, el
método que normalmente se usa es la purificacién del ooquistes con la extraccion de ADN ©®. Al
compararse los métodos de deteccion por medio de Ziehl Neelsen, inmunofluorescencia y la
identificacion de antigenos por estudios inmunosorbentes ligado a enzimas en materia fecal, y se
encontré que .a sensibilidad y especificidad va de 96 a 98% para las tres pruebas. Las etapas
enddégenas del parasito en el borde de las células epiteliales pueden ser detectadas
histolégicamente con la tinciéon H y E, al fijar muestras intestinales de 1 a 2 horas después de la
muerte ©®®. La demostracion de ooquistes en heces fijadas con metanol o tefiidas por el método
de Giemsa o por una técnica de Ziehl Neelsen modificada se usa ahora rutinariamente en
diagnéstico de infecciones de cryptosporidias en ganado. Las observaciones de campo en
terneros han mostrado excrecién de ooquistes que coincide con enfermedad clinica y diarreica, y
con el tiempo los ooquistes se vuelven numerosos en las heces ©). El diagnéstico clinico de
cryptosporidiosis esta principalmente basado en la presencia de ooquistes en el excremento. Los
meétodos de observacion incluyen las técnicas de flotacién, sedimentacion y tinciones de frotis de
heces fecales ©".

Las actuales técnicas para el aislamiento de Cryptosporidium del agua involucran la filtracion,
centrifugacién y purificacion de ooquistes para su observaciébn por microscopio
inmunoflorecente. Objetos con la correcta forma, dimensiones y fluorescencia son confirmados
por observacion de las estructuras internas por interferencia diferencial de

contraste en el microscopio. Varias alternativas tecnoldgicas han sido investigadas en
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esfuerzo para proporcionar detecciones mas efectivas en agua contaminada con
Cryptosporidium. El PCR es un potencial localizador con algunas limitaciones. Las ventajas del
PCR incluyen gran sensibilidad, rapido analisis de algunas muestre®, relativamente bajo costo,
simultanea deteccion de multiples patdégenos, y la habilidad para discriminar entre especies y

extrafios si los primeros son seleccionados ©”

. EI PCR es también integrado a varios
procedimientos genotipicos tales como analisis de restriccion de polimorfismo de largos
fragmentos, métodos al azar de amplificacion, y métodos detectando polimorfismos

conformacionales “%.

2.5.-IMPORTANCIA

Debido a la resistencia de los ooquistes los cuales soportan al ambiente y los procesos
normales de desinfeccion del agua, como el de cloracion, su pequefio tamano, las bajas dosis
infectivas y la carencia de quimioterapias adecuadas, ademas, de la deteccién deficiente de
estos organismos en aguas tratadas y no tratadas importantes en la industria del agua, con el

%1 822) | a Criptosporidiosis

objetivo de prevenir la Criptosporidiosis alrededor de todo el mundo
es un importante problema para la salud publica en paises en desarrollo donde el SIDA es
endémico ©). El consumo de agua en individuos inmnosuprimidos esta especialmente restringida
(6148) | a habilidad para evitar la adhesién a los filtros de las plantas tratadoras de aguas 2.

La enfermedad puede estar desestimada, ya que no es una enfermedad reportada por el
sistema de salud existente. Asi por ejemplo, el costo por epidemia en Milwauke Wisconsin en
1993 fue valorada en $96.2 millones, $31.7 en costos médicos y $64.6 millones en pérdidas

productivas. El promedio total por persona con presencia

media, moderado a severa de la enfermedad fue de: $116, $475, $7808 dolares

15



respectivamente. Los costos estimados no incluyen litigaciones en infraestructura en el
tratamiento de aguas. Pretty et, al., estimaron que el Reino Unido (UK) gasta un promedio de 23
millones de libras por afio para los requerimientos de eliminacién de Cryptosporidium del agua
para beber®30:31),

Las altas prevalecias y excrecién de hasta 1.8 x 10* opg (ooquistes por gramo) de heces
¥ Los efectos negativos sobre peces usados en la acuacultura Ademar, la presencia de diarrea
Cryptosporidiosis favorece la malnutricion e impide el desarrollo. Ademas de un impacto

econémico importante €031,

2.6.- TAXONOMIA

El Cryptosporidium esta clasificado de la siguiente forma:

Phylum: Apicomplexa Familia:

Cryptosporidiidae Orden:

Eucoccidiida Suborden: Eimeriina

Clase: Sporozoa Subclase:

Coccidia Genero: Cryptoporidium
(50)
Dentro de las especies reconocidas actualmente estan incluidas C. andersoni (ganado), C.
baileyi (pollos y algunas otras aves), C. canis (perros), C. felis (gatos), C. galli (aves), C. hominis
(humanos), C. meleagridis (aves y humanos), C. molnari (peces), C. muris (roedores y algunos
otros mamiferos), C. parvum (rumiantes y humanos), C. wrairi (cerdos de guinea), C.

saurophilum (lagartijas y vivoras), y C.serpentis (viboras y
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lagartijas). Otros Cryptosporidium spp., han sido encontrados en peces, reptiles, aves y
mamiferos, pero no han sido nombrados en su totalidad ©°*". EI Cryptosporidium molnari fue
aislado de un cultivo de rébalo marino y besugo marino. La transmision homologa y transmision
cruzada han sido recientemente demostradas bajo condiciones experimentales C. wrairifue el

9

primero descrito en cerdos . En humanos y ganado, primariamente becerros, corderos, y

cabritos la Criptospordiosis es causada por Cryptosporidium parvum “°.

2.7.- TRANSMISION.

La transmision en humanos y animales es via fecal oral y a sido asociada con la ingestion de
agua destinada a la recreacion y agua de beber contaminada “***'La infeccién puede ocurrir de
persona a persona, animal a persona y a través de la transmisiéon ambiental 2. La importancia
del agua contaminada con Cryptosporidium fue reconocida hace 12 afos atras, y al menos 50
epidemias. Los ooquistes de C. parvum son resistentes a la desinfeccién del agua. La infeccion
ocurre cuando los ooquistes se encuentran en comida, agua o en el ambiente y son ingeridos %
23) La fauna Silvestre y las aguas negras han sido implicadas en la contaminacion de vertientes
acuicolas, poblaciones humanas y animales, sin embargo, se cree que los animales de granja
son uno de los mayores contribuidores. Borregos, caballos y cerdos son susceptibles a la
infeccion de C. parvum y diseminadores de ooquistes; sin embargo, los becerros de carne y
leche son considerados como de gran riesgo por el numero, distribucién, incidencia de infeccién
y altos niveles de excrecion de ooquistes (29, 13) |_a imPlicaciQn de moscas en la transmision

mecanica de C. parvum en

escenarios experimentales ha sido recientemente reportado estas, junto con la basura
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son reconocidos hospedadores de una variedad de parasitos de salud publica e importancia
veterinaria (Coccidea Sarcocystis spp., Toxoplasma gondii, Isospora spp., y Eimeria tenelia),
pero no se sabe si moscas de la vida silvestre pueden llevar este patégeno. Datos moleculares
demostraron que C. parvum puede ser transportado por moscas por al menos 3 semanas
después de la eliminacion de la fuente de contaminacion “®. Los roedores pueden conseguir
altas densidades de poblaciones los cuales en combinacion con relativa alta prevalecia de
diseminacion fecal de ooquistes de Cryptosporidium parvum puede resultar en una significante

carga ambiental para este parasito 9.

2.8.- SIGNOS CLIiNICOS

El Cryptosporidium spp., infecta el tracto digestivo y/o respiratorio de mamiferos y
humanos. La infeccién es auto limitante en individuos inmunocompetentes, pero puede causar
diarrea profusa y sintomas de dolor abdominal, los cuales normalmente se resuelven en 7 a 14
dias sin atencion médica, En individuos con SIDA la enfermedad puede causar la muerte &1,
Una abundante diarrea acuosa es la principal manifestacion clinica. Los sintomas asociados
son: calambres, dolor abdominal, fiebre, nausea y vomito con malasia, fatiga, mialgia y anorexia,
son sintomas menos comunes. Lo largo del tiempo de una diarrea depende del estado inmune

del individuo. ©9.

Menos de 30 ooquistes pueden causar infeccion en personas
inmunocompetentes y esto a través ¢a un simple ooquiste puede inducir enfermedad “9. En
humanos, el Cryptosporidium hominis (Cryptosporidium parvum genotipo 1), es el mas

encontrado. Sin embargo, ha sido recolectado en primates, y experimentalmente cerdos vy

becerros @019,



En el ganado, la cryptosporidiosis provoca una diarrea corta y probablemente impide la
vida productiva en la mayoria de los casos. Sin embargo, las muertes pueden ser a veces
resultado de complicaciones de otros patdégenos y varios otros factores perjudiciales. Becerros
adolescentes y adultos pueden transportar C. parvum pero probablemente no diseminen un

numero importante del parasito .

Sin embargo, becerros positivos de todas las edades
derraman millones de ooquistes de Cryptosporidium muris aparentemente no zoonotico. El
Cryptosporidium muris infecta solo las glandulas del estomago (abomaso en becerros),
usualmente no cauba enfermedad, pero retarda la produccién del acido y probablemente la
digestién de proteinas en el abomaso, y es que en vacas crénicamente enfermas la produccién
lactea disminuye en cerca de 13%. El desarrollo de los becerros puede ser desfavorable (27,31) £,
estuc|j0oS experimentales en cerdos sin tratamiento y que fueron expuestos a la ingestion de
ooquistes viables que pueden causar de moderada a severa diarrea, deshidratacién, perdida de
peso y eventualmente la muerte ?”. Semejantemente a los becerros, los borregos y cabritos son
susceptibles a la infeccion de C. parvum en los dias del nacimiento. Los cabritos neonatos no
medicados desarrollan Criptosporidiosis clinica, con perdida de apetito por 3 dias, rapida perdida
de peso durante periodos de 4-7 dias y hastas 11, y mortalidad de 1-9% una profusa
diseminacion de ooquistes fue asociada con diarrea en un 70% de cabritos. El 30% restante
disemino ooquistes sin diarrea. Esto fue frecuentemente observado en rumiantes como becerros
“9 Los becerros neonatos son positivamente susceptibles a la infeccion y pueden excretar
arriba de 30 billones de ooquistes en un periodo de 1 a 2 semanas. En un muestreo de 7,369
becerros en 1,103 granjas lecheras en 28 estados, el 50% de los becerros mayores de 2

semanas y el 22.4% de todos los becerros fueron positivos a C. parvum.

Se concluyo virtualmente que todos los hatos con mas de 100 vacas son infectados con
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C. parvum. Datos limitados sugieren que vacas adultas también pueden disemina ooquistes.
Scott et al.,, encontraron arriba de 18,000 ooquistes por gramo de heces d( vacas
aparentemente saludables. Basado en un promedio de 900 ooquistes por gramc y una
excrecion total de 40 kg por vaca por dia, un simple adulto pudo excreta potencialmente mas
de 36 millones de ooquistes por dia ©.

La Criptosporidiosis gastrica es rara en recién nacidos, la forma intestinal e:
omnipresente entre la poblacion de becerros, corderos, cabritos, causando perdida:
economicas directa e indirectamente. La infeccion es auto-limitante y los responsable: de la
inmunidad son las células T, inmunoglobulinas intestinales ' '. EI C. parvun (Cryptosporidium
parvum genotipo 2), el cual infecta rumiantes, (becerros, borrego; cabritos) aunque presenta
amplia distribucidén, su prevalecia es baja. Aparentemente n* causa enfermedad manifiesta,

pero la produccién de leche se ha vist( significativamente reducida en las vacas afectadas '®'°).

2.9.- CONTROL Y TRATAMIENTO

El calostro limita el indice de mortalidad, pero no previene el desarrollo de parasito y la
enfermedad clinica. Una profilaxis de la cryptosporidiosis se obtiem cuando los animales son
alimentados con calostro por varios dias “?. Existen reporte: que han demostrado la eficacia de
componentes Criptosporidiales entre ellos la clas< de agentes quimicos conocidos como
moléculas dicatonicas aromaticas. Aunque e prototipo de dicationes tales como pentamidina y
diminozina a menudo demostraroi efectos téxicos indeseables, actualmente moléculas bajo
desarrollo en laboratorio: poseen mejor eficacia contra un amplio rango de parasitos y reducida

toxicidad o un; completa ausencia de toxicidad. La elevada toxicidad contra protozoarios intra ;
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0035(

extraelulares de algunos de estos componentes dicationes son notables e incluyen,
Pneumocystis carinii, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium spp., y cierto virus ). Ha sido
reportado que la paromomicina oral (aminoglicosido) mejora los sintomas de Criptosporidiosis en
pacientes con SIDA, pero un alto porcentaje de pacientes reinciden cuando el tratamiento es
descontinuado. La diseminacién del parasito a la mucosa biliar y el residuo de varios estados del
parasito que permanecen dentro de las criptas intestinales puede servir como reservorio de los
parasitos, responsables por infecciones después de un tratamiento primario de paromomicina
% Esta droga la cual es comercialmente viable para su uso contra otros parasitos protozoarios
entéricos en humanos (Entamoeba histolytica y Giardia intestinalis), muestran ser utiles en una

“0 | os

forma adaptada como un agente anticriptosporidial para rumiantes neonatales
probidticos son microorganismos no patdégenos, que cuando son ingeridos tienen efectos
benéficos en la prevencion y tratamiento de condiciones patoldgicas. Los mecanismos de accion
incluyen la competencia para sitios receptores en la superficie intestinal, estimulacion del sistema
immune, excrecion de substancias antimicrobiales y competencia con patégenos por los
nutrientes intra-luminales. Lactobacilli y Bifidobacterias son acido lacticos comunmente
encontrados en fermentacion de productos lacteos tales como yogurt el cual exhibe propiedades
probidticas ?”. Se ha demostrado ser limitante de la infecciéon de Cryptosporidium parvum en
individuos inmunocomprometidos y modelos animales. Estudios clinicos controlados muestran
que los prebidticos tales como Lactobacillus rhamnosus, L reuteri, L. casei Shirota, y
Bifidobacterium lactis pueden acortar la duracion de la diarrea por rotavirus. En ratonas
inmunodeficientes también se sugieren que el tratamiento con prebidticos reducen la carga de

parasitos en el epitelio intestinal durante la Criptosporidiosis. En humanos, la rehidratacion y

correccion de anormalidades de electrolitos, no es una terapia definitiva



establecida. La Paromomicina o la azitromicina pueden ser benéficos para algunos pacientes y
en pacientes inmunocomprometidos administrados oralmente inmunoglobulinas séricas

humanas han sido benéficas ©¥.

3.- JUSTIFICACION

Los parasitos protozoarios del Phylum Apicomplexa incluyen al Plasmodium spp.,
Toxoplasma gondii, Eimeria spp., Theileria spp., y Cryptosporidium, incluye ademas parasitos
que afectan a invertebrados, incluidos cucarachas y camarones. Todos los miembros del Phylum

son parasitos intracelulares obligados ©*3%

. Varias epidemias de Cryptosporidiosis han sido
relacionadas con agua contaminada con este parasito, la mas notable ocurri6 en 1993 en
Milwaukee que causo un estimado de 400,000 casos de enfermedades gastrointestinales. Los
oocistos de Cryptosporidium son resistentes a los tratamiento rutinarios del agua vy

desinfectantes quimicos ©°

. La infeccién ocurre al ingerir ooquistes por medio del alimento o
agua. La infeccion se da cuando las sales biliares y enzimas pancreaticas provocan la liberacién
de 4 esporozoitos que invaden el epitelio intestinal del hospedero y sufren unos ciclos de
multiplicacién sexual y asexual. El ciclo de vida produce nuevos ooquistes que son liberados en
grandes cantidades en las heces. ?"). Los parasitos liberados por la célula hospedadora lisan a
la célula, impiden su crecimiento y reinvaden a otras células hospedadoras para sobrevivir. Los
ciclos repetidos de invasion celular, replicacion del parasito, lisis de las células hospedadoras e
invasion de nuevas células se dan en muchos de los tejidos dafiados asociados con la infeccién
de este género ®®. En humanos la Cryptosporidiosis es una infeccién que usualmente causa
enfermedades diarreicas que se presentan entre las dos y cuatro semanas pero pueden
amenazar a los pacientes inmunocompetentes y puede conducir a una diarrea dificil de tratar .
En la actualidad, 14 especies de Cryptosporidium estan consideradas en base a las diferencias
en la morfologia del oocystos, el sitio de infeccidon, la clase especifica de vertebrado, y las

diferencias genéticas ")

El impacto econdémico de la coccidiosis miembro del genero
apicomplexia genera un costo estimado alrededor del mundo de aproximadamente $800

millones de ddlares, y solo a la industria americana le representa alrededor de $450 millones de
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dolares ' '. Mientras que el de la Cryptosporidiosis es comparable con la infeccion de Rotavirus.
La pérdida media anual debido a la Cryptosporidiosis bovina en los Estados Unidos fue estimada
por lo menos en $6.2 millones de dolares en 1978, pero recientemente el dato se actualizo y en
el se sugieren que el estimado es bajo. La diarrea neonatal en los corderos es considerada una
causa importante de mortalidad del cordero, experimentalmente la Cryptosporidiosis entérica fue
mas severa en corderos de 5 dias. Clinicamente la enfermedad fue caracterizada por una
diarrea lenta, acuosa y muerte. Los corderos infectados de mas de 30 dias de edad llegaron a
ser infectados pero no exhibieron signos severos de la enfermedad clinica “?. El
Cryptosporidium parvum es un importante agente en la etiologia del sindrome diarreico neonatal
en becerros, corderos y cabras jévenes, causando considerables perdidas econdmicas directa o
indirectamente ""). Especies de Cryptosporidium son albergados en ovejas y otros animales, por
lo que se considera que la oveja puede contribuir significativamente a la contaminacion de aguas

vertidas ©".

Considerando que se han analizado anteriormente bovinos en hatos lecheros de la
Comarca Lagunera y que se han encontrado ooquistes de Cryptosporidium parvui.i, utilizando la
técnica de Ziehl Neelsen modificada, y dandole seguimiento a estas investigaciones sobre el
tema en nuestra institucion, se pretende en el presente estudio identificar la frecuencia de
eliminacion de criptosporidias en ovinos, como fuente de contaminacién entre especies. Por otra
parte, al tener en cuenta que un 80% de los hatos lecheros en la Comarca Lagunera estan
infectados con Cryptosporidium parvum, es importante realizar estudios sobre factores de riesgo
asociados a esta enfermedad, y por lo tanto identificar al parasito en otras especies para

contribuir con la epidemiologia de criptosporidiosis, en la Comarca Lagunera.
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4.- OBJETIVOS
4.1. -OBJETIVO GENERAL:

Analizar la presencia de Criptosporidiosis en ovinos de un hato de la Comarc; Lagunera

4.2. - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar ooquistes de Cryptosporidium en heces de ovinos sanos y con diarrea en un

hato de la Comarca Lagunera, utilizando la técnica de Ziehl Neelser modificada.

2. Determinar la frecuencia e intensidad de eliminacion de ooquistes de Criptosporidium en

un hato de la Comarca Lagunera

5.- METAS

Con la presente investigacion se pretende identificar a los ovinos como fuente de infeccién y

factores de riesgo para la infeccion en otras especies, incluyendo al humano
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6.- HIPOTESIS

.0s ovinos pueden ser un factor de elevada diseminacion de ooquistes de “riptosporidium hacia

las otras especies.
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6.- HIPOTESIS

Los ovinos pueden ser un factor de elevada diseminacion de ooquistes de Criptosporidium hacia

las otras especies.
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7.- MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 79 muestras de heces de un hato de ovinos de la Comarca Lagunera, la
cual, se localiza en la parte central de la porcién norte de los Estados Unidos Mexicanos,
ubicada en los meridianos de 102° 22'y 104° 47' WdG longitud Oeste, y los paralelos 24° 22' y
26° 23' latitud Norte, la altura media sobre el nivel del mar es de 1139 metros. Esta formada por
parte de los Estados de Coahuila y Durangc y debe su nombre a los cuerpos de agua que se
formaban alimentados por los rios Nazas y Aguanaval. Esta integrada por 16 municipios, 11 del
Estado de Durango y 5 del Estado de Coahuila.

Los animales muestreados se dividieron en 6 grupos (de los cuales 4 grupos incluyeron a
hembras y 2 a crias) los animales muestreados poseian diversas edades y estaban en diversos
estados fisioldgicos. Los grupos se dividieron de acuerdo a la edad y se clasificaron de la
siguiente forma; Hembras (de -15 a -1 dias preparto, 0 a 15 y de 16 a 30 dias postparto - grupo
1, 2 y 3 respectivamente -); Crias (de 0 a 15 y de 16 a 30 dias de nacidas - grupo 4 y 5
respectivamente -); otros (hembras con crias de mas de 30 dias de nacidos -grupo 6-). De los
grupos solo el grupo 4 tenia presencia de diarrea y el resto estaban aparentemente sanos. Las
muestras se obtuvieron directamente del recto de los animales, se almacenaron vy
posteriormente fueron procesadas en el Laboratorio de Diagnostico de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, con la técnica de Ziehl Neelsen modificada para
determinar la presencia de ooquistes de Cryptosporidios spp.

Las muestras se almacenaron y posteriormente fueron procesadas en el Laboratorio de
parasitologia de la Unidad de Diagndstico de la Universidad Autbnoma

Agraria Antonio Narro Unidad Laguna en donde se realizaron los frotis con heces
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frescas en portaobjetos y se dejaron secar al aire, se enjuagaron con agua, para tefirlas con la
técnica Ziehl Neelsen modificada. Los pasos para la tincion son los siguientes: se sumergieron por
30 minutos en Carbol Fucsina, posteriormente 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 tincién, se procedié a sumergir en agua corriente para quitar residuos
del alcohol y acido, asi como el exceso del colorante, se realizé contra-tincion con azul de metileno
por 5 minutos, después se lavé con agua corriente hasta quitar excedente de colorante. Las
muestras tenidas se cubrieron con cubreobjetos, utilizando resina sintética para observarlas e
interpretarlas con un microscopio foténico.

Se realizé una observacion bajo el microscopio de luz visible con el objetivo 40X observando los
ooquistes de color rojo brillante con medidas de 3.0 a 5.0 um de didmetro sobre un fondo azul.
Para medir la intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium en heces se utilizo el
criterio utilizado por Ortolani y Castro (2003): (-) Ausencia de ooquistes; (+) 1 a 4 ooquistes; (++) 5
a 20 ooquistes; (+++) 21 a 84 ooquistes; (++++) mas de 84 ooquistes. Se observaron con el
objetivo 40X, se contabilizaron 50 campos Opticos antes de considerar un caso negativo. La

intensidad de eliminacion de ooquistes de Cryptosporidium se interpreté como sigue:

GRADO LECTURA
Grado 1 (+) Incipiente
Grado 2 (++) Leve
Grado 3 (+++) Moderado
Grado 4 (++++) Severo
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8.- RESULTADOS

El 100% de los 60 ovinos muestreados presentaron ooquistes de Cryptosporidium spp.
Asi por ejemplo, en el grupo 1, el 40% revel6 una intensidad de eliminacion de ooquistes
incipiente, el 50% mostré una intensidad leve y solo el 10% una intensidad moderada. En el
grupo 2, el 30% reveld una eliminacién de ooquistes con grado incipiente, el 60% leve, y el 10%
restante mostré una intensidad moderada. En el grupo 3 se evidencio que el 90% tenia un grado
de eliminacion leve, y el 10% restante una intensidad moderada. En el grupo 4, el 40% de las
muestras manifestaron una intensidad leve y el 60% una intensidad moderada. En el grupo 5, el
20% presento grado de eliminacion un incipiente, el 60% un grado moderado y el 20% un grado
severo. En el Grupo 6 se observé en el 20% de las muestras un grado incipiente de eliminacion,
mientras que el 80% mostré una intensidad moderada. Del total de muestras observadas se
evidencio que solo un 18% contd con un grado de intensidad de eliminacion a ooquistes de
Cryptosporidium spp incipiente, el 54% mostr6 una intensidad leve, el 25% mostré una

intensidad moderada, mientras que solo un 3%

expreso una intensidad de eliminacion severa.

GRUPOS INCIPIENTE LEVE MODERADO SEVERO

HEMBRAS -15 A - 1 DIAS PREPARTO 4 6 1

HEMBRAS 0 A 15 DIAS POSTPARTO 3 5 1 -
HEMBRAS 16 A 30 DIAS POSTPARTO - 9 1 =
CORDEROS 0 A 15 DIAS DE NACIDOS 2 ~ 6 2
CORDEROS 16 A 30 DIAS DE NACIDOS 2 8 - -
HEMBRAS DE + DE 1 MES _ 6 -
POSTPARTO
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FIGURA 1.- Se observa la cantidad de muestras de cada grupo (A,B,C,D,E,F) y la
intensidad de eliminacién de ooquistes de Cryptosporidium. Donde o muestra una
intensidad incipiente; m una intensidad leve; o una intensidad moderada yBuna
intensidad severa.
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9.- DISCUSION:

En nuestra investigacion encontramos que de el 100% de los ovinos muestreados
excretaron de un 10 hasta un 90% de ooquistes de Cryptosporidium spp., esto coincide con lo
encontrado por Alonso-Fresan, M. V. et al., 2005, ellos encontraron prevalencias que van de
34.3%, y en rebafios de mas de 100 animales significativamente mas grandes como 40.6%.
Ellos encontraron una correlacion entre el tamafio del rebafio y la presencia de Cryptosporidium
spp. Esto también coincide con lo encontrado por Majewska, A.W. et.al., 2000. Del total de
muestras observadas se evidencié que solo un 18% conté con un grado de intensidad de
eliminacién a ooquistes de Cryptosporidium spp incipiente, el 54% mostré una intensidad leve, el
25% mostrd una intensidad moderada, mientras que solo un 3% expresd una intensidad de
eliminacién severa. Semejantemente a los becerros, los borregos y cabritos son susceptibles a
la infeccidon de C. parvum en los dias del nacimiento. En los cabritos neonatos no medicados en
los primeros 4 a 7 dias y hasta 11, la mortalidad va de 1 hasta 9%, con una profusa
diseminacion de ooquistes es asociada en cabritos con diarrea en un 70% de. El 30% restante
disemino ooquistes sin diarrea. Esto fue frecuentemente observado en rumiantes como becerros
“9 En nuestra investigacién encontramos que efectivamente los corderos de 0 a 15 dias

presentaron un grado de diseminacién que va desde incipiente hasta severo.
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10.-CONCLUSIONES

Podemos concluir que los ovinos son mas susceptibles a la infeccidon de Criptosporidiosis.

Los jévenes son mas susceptibles a la Criptosporidiosis que los adultos.

La elevada mortalidad de los corderos probablemente se deba a una asociacion Criptosporidium

con otros factores como E. coli.

La elevada cantidad de ovinos por corral puede ser un factor desencadenante de la elevada

presencia de Criptosporidium.

11.- RECOMENDACIONES

Evitar en lo posible el hacinamiento de los animales, ya que en estudios realizados por otros
investigadores se hace referencia a la relacion que existe entre el hacinamiento (>100 animales

por corral) y la presencia de Cryptosporidiosis.

Proporcionar tratamiento medico a los animales enfermos de manera que se reduzca :a

mortalidad de animales enfermos.

Como es una enfermedad zoonotica, enfatizar en los trabajadores el uso de medios de

proteccion adecuados para la posible infeccion con el parasito.

Realizar estudios subsecuentes para tratar de disminuir el problema que se tiene con el parasito,

y asi evitar asociaciones que puedan incrementar la mortalidad en el hato.
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