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. RESUMEN

Este estudio fue realizado para determinar la frecuencia de Cryptosporidium spp.
En caninos callejeros en Torredn, Coahuila entre los meses de febrero y marzo del
2014, las muestras fueron tomadas del Centro de Control Canino del Municipio de
Torredn, Coahuila, con un total de 40 muestras tomadas al azar de diferentes
animales, con signos clinicos y edades indiferentes, posteriormente se llevaron a
la Unidad de Diagnoéstico de la Universidad Autonoma Agraria, Antonio Narro,
Unidad Laguna, para realizar el barrido y la tincion de Ziehl Neelsen modificada,
para la identificacion mediante la observaciébn a microscopio con un enfoque a
40x, losooquistes de Cyptosporidium. Los resultados mostraron que un total de 17
qgue son el 42.5% de las muestras resultaron positivas a la prueba, mientras que el
57.5% restante, fueron negativas, de las cuales, el total de muestras positivas, un
35.3% correspondieron a hembras, y el 64.7% correspondieron a machos.

Palabras clave. Frecuencia, Cryptosporidiumspp, criptosporidiosis, caninos,

callejeros.



[I.  INTRODUCCION

Los coccidios son parasitos obligados de vertebrados e invertebrados superiores
que presentan ciclos de vida complejos, monoxenos o heteroxenos, e infectan
células epiteliales del intestino, u otros 6rganos (Blackman y Bannister,
2001).Todas las especies de Cryptosporidium son parasitos intracelulares
obligados, que presentan desarrollo endégeno que culmina en la produccion de

ooquistes eliminados por heces (O’Donoghue, 1995).

El géneroCryptosporidium esta clasificado como un eucariota perteneciente al
PhylumApicomplexa (Levin, 1984). Se consideran alrededor de 26 especies de
Cryptosporidiumvalidas. C. parvum se ha descrito que causa la infeccion en
humanos y otros animales. Evidencias moleculares indican que C. parvum se
encuentracon varias diferencias genotipicas (Fayer y col.,, 2000). Una
caracteristica del phylumApicomplexa es la presencia de un conjunto de organelos
en la zona apical, con capacidad para invadir las células y multiplicarse como

parasitos intracelulares (BlackmanyBannister, 2001).

Los ooquistes de Cryptosporidium se han observado en todo el mundo (Fayer y
col., 2001). Los ooquistes de las heces de un perro naturalmente infectado miden
4.95 por 4.71um y tiene una relacion, longitud/anchura de 1.05 (Fayer y col.,
2001), y son morfolégicamente indistinguibles de C.parvum. Se considera que las
especies C. canis, C. felis y C. meleagridisencontrados en el perro pueden causar

infeccion en el hombre. (Fayer y col. 2001).

Los animales domeésticos, especialmente perros y gatos representan importantes
beneficios para las personas y la sociedad. Contribuyen al bienestar del
propietario en el desarrollo social, emocional y fisco (Robertson y col., 2000). Sin
embargo, las mascotas pueden constituir una importante fuente de infeccion para

el hombre de criptosporidiosis, ya que esta es zoonética(Dohooy col., 1998).



.  JUSTIFICACION

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria que afecta a animales
domeésticos y al hombre, siendo ésta una zoonosis.Se ha descrito que las
especies de Cryptosporidiumreconocen una gran variedad de huéspedes, tales

como C. canis en los seres humanos.

De acuerdo a estos antecedentes y considerando la idea de que los perros
pueden transmitir el parasito de Cryptosporidiuma los humanos teniendo
importantes implicaciones para la salud publica, el propésito de este estudio fue
examinar heces de perros callejeros del Centro de Control Canino del municipio de
Torredn, Coahuila, con la finalidad de determinar la frecuencia de la infeccidén por

Cryptosporidium.

IV. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

3.1.1. Determinar la frecuencia deCryptosporidium spp., en caninos callejeros de
diferentes edades del provenientes del norte, centro y sur del municipio de
Torredn, Coahuila.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1. Analizar muestra de heces de caninoscallejeros del municipio de Torreén,
Coahuila, colectados por el Centro de Control Canino, para la identificacion de

Cryptosporidium spp.

3.2.2. Utilizar la tincion de Ziehl Neelsen modificada para la identificacion de

ooquistes de Cryptosporidium spp.



V. ANTECEDENTES

1. Historia

Aun cuando el Cryptosporidium fue descrito por primera vez en el laboratorio en el
afio 1907, los primeros casos de criptosporidiosis humana fueron comunicados en
el aflo 1976, y solo se tomd conciencia del organismo a principios de la década de
los 80°s cuando se comenzo a detectar en heces de individuos infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En las ultimas dos décadas se han
realizado un considerable progreso en algunas areas de la investigacion y se han
secuenciado los genomas de C. parvum tipo Il y de C. hominis (Xuy col., 2004).Sin
embargo, muchos aspectos de la biologia y naturaleza de la interaccion de este

parasito con el huésped son aun poco claros (Tzipori y Ward, 2002).

2. Epidemiologia

El Cryptosporidium es un protozoario de distribucibn cosmopolita siendo
encontrado en una amplia variedad de especies animales(Current, 1983).Elamplio
interés en la criptosporidiosis humana se remonta a principios de los 80°s.En ese
entonces se supuso que la criptosporidiosis fue principalmente un patégeno
zoonGtico, con el potencial de transmision de persona a persona (Casemore,
1985). Este punto de vista fueen gran parte de la investigacion de brotes de
infeccion quegeneralmente se asociaron con visitas a granjas y zoologicos atraves
de la contaminacién del agua potable, que se creeen gran parte debido a la
contaminacion por el ganado (Meinhardty col., 1996; Hunter, 1997). Los brotes
causados por la propagacion de personaapersonafueron descritosasociados a
balnearios y a nifios en edad preescolar. Para aquellas personas que investigaron
la criptosporidiosis, susencillo modelo de epidemiologia, comenzé a desmoronarse
debido enparte a una serie de importantes descubrimientos. EI mas importante de
tales descubrimientos fue encontrar que C. parvum se separaba en dosgenotipos

(Pengy col., 1997). Aunque el estudio inicialse hizo en solo 39 cepas detectadas



en humanos y bovinostodas las muestras del genotipos tipo 1 se encontrd sélo en
los humanosmientras que el genotipo tipo 2 se encontré en los humanos yel
ganado.Posteriormente el genotipo tipo 1 fuellamado tipo humano(Tipo H) y el
genotipo tipo 2 fue llamado tipo bovinos (tipo C). Esto plante6 el punto de queC.
parvum no era después de todo una sola especie sino se trataba
epidemiologicamente de dos tipos bastante idénticos, uno de los cuales era un
patdogeno estrictamente humano y el otro tipo principalmente zoondtico. Esta
observacion fue pronto confirmada por otros grupos de investigadores con acceso
acolecciones de muestras méas grandes y mas variadas (Morgan y col., 1998; Mc
Lauchiliny col., 1999; Homan y col., 1999)y también en estudios experimentales
(Widmer y col., 1998). Sin embargo, el documento definitivo fue publicado en el
2000 (Mc Laughlin y col., 2000).

Aunque los animales de compafiia han sido considerados fuentes potenciales de
infeccién por Cryptosporidium humano, los Unicos estudios en los queooquistes
recuperados de perros y gatos se hadeterminado el genotipo yse ha demostrado
gue por lo general son infectadas con huéspedes adaptados de especie, C. canis
y C.felis(Abe y col., 2002). Asi, los perros, los gatos y posiblemente otros animales
de compafia pueden ser importantes reservorios zoonoticos para la infeccion por
Cryptosporidium. Sin  embargo, con Cryptosporidiumhay una considerable
informacion epidemiolégica demostrando fuertes vinculos entre el contacto con
ganado infectadoy las infecciones humanas (Fayer y col., 2000; Stantic-Pavlinic y
col., 2003).

La criptosporidiosis es una infeccidon entérica humana de considerable incidencia
tanto en paises desarrollados como en desarrollo. Si bien los primero casos fueron
notificados en 1976. La enfermedad adquirié verdadera importancia a partir de
1993, debido a que se produjo el brote epidémico mas importante a nivel mundial,
en Milwaukee, EE.UU. que afecto a mas de 400,000 personas (Fayer y col., 2004).

Desde entonces, los casos de criptosporidiosis han sido informados en mas de 40



paises, tanto en individuos inmunocompetentes como en inmunocomprometidos
(Dillinghamy col., 2002).

Las estadisticas publicadas abarcan valores desde 0.3 a 4.3% en paises de
América del Norte hasta cifras que cubren el rango 3.2 a 31.5% en América
Central y del Sur (Fayer, 2004).

En términos epidemiologico, los ooquistes de Cryptosporidium presentan
caracteristicas  biologicas transcendentales; tamafio pequefio, dureza
extraordinaria, resistencia al tratamiento con cloro y con &cidos, viabilidad
prolongada de hasta varios meses en el ambiente, excrecidon de estadios
infectivos, requerimiento de bajo nimero (1 a 10 ooquistes) para infectar a otros

organismos y considerable potencial zoonotico (Dillinghamy col., 2002).

La mayoria de las especies de Cryptosporidium parecen tener alguna especificad
de huésped, aunque no son estrictamente huésped-especificas (Fayer, 2004). Se
han informado de episodios ocasionales de diarreas en seres humanos causados
por C. canis, C. felis, C.muris y C.meleagridis (Carey y col., 2004).

La transmisién zoondtica y antropondética de C. parvum ocurre mediante la
exposicién a animales infectados o al agua contaminada por las heces de esos
animales. Con respecto a la transmisién antroponética de C. hominis, la dispersion
ocurre por contacto directo con individuos infectados o por ingesta de aguas
contaminadas por heces. Estudios publicados de Cryptosporidium en felinos y
caninos en todo el mundo, han reportado prevalencias en los caninos que van de
0.5% a 44.1% (Batchelor y col., 2000), y en felinos de 0% a 29.4% (Funada y col.,
2007). Sin embargo en un estudio en Texas, de 70 perros en una perrera, se
detectd una tasa de infeccién del 70% en los perros asintomaticos atipicamente

infectados con C. muris (Lupo y col., 2007).



Cuadro 1. Especies reconocidas de Cryptosporidium, huésped especifico predominante y
localizacion primaria de la infeccion(Smith y col., 2005; Xiao y Fayer, 2008).

Especies de Dimensién de los Sitio de infeccidn Hospedador

Cryptosporidium ooquistes (mm)

C. andersoni 5.0-6.5 x 6.0-8.1 Estémago Bovinos,camellos

C. baileyi 4.6 x6.2 Traquea, bolsa de Gallinas, pavos

Fabricio, cloaca
C. bovis 4.76-5.35 x 4.17- Intestino delgado Bovinos
4.76

C. canis 495x4.71 Intestino delgado Caninos, humanos

C. fayeri 4.5-5.1 x 3.8-5.0 Epitelio intestinal Canguro rojo

C. felis 45x5.0 Intestino delgado Gatos

C. galli 8.5-8.8 x 6.2-6.4 Proventriculo Aves

C. hominis 45x5.5 Intestino delgado Humanos, monos

C. macropodum No proporcionado Intestino Canguro gris

C. meleagridis 4.0-4.5 x 4.6-5.2 Intestino delgado Pavos

C. molnari 4.72 x 4.47 Estémago Peces

C. muris 56x7.4 Estomago Roedores,
mamiferos

C. parvum 45x5.5 Intestino delgado Bovinos ovejas,

C. scophthaimi

3.7-5.03 x 3.03-4.69

Epitelio y lumen
intestinal

cabras, humanos
Peces

C. serpentis 4.8-5.6 X 5.6-6.6 Estémago Serpientes, lagartijas
C.suis 5.05x 4.41 Intestino delgado Cerdos
C.varanii 4.2-5.2 X 4.4-5.6 Intestino y mucosa Lagartijas
cloacal
C. wrairi 4.0-5.0 x 4.8-5.6 Intestino delgado Cobayos

3. Transmisiéon

La transmisién se produce por via fecal-oral, por contacto directo o indirecto, de

persona a persona, agua contaminada por heces, ingesta de alimentos

contaminados (Fayer y col., 2000).

Los ciclos de vida de cada parasito incluyen fases asexuales de la proliferacion en
la superficie de la mucosa, ademas de una fase sexual de reproduccion del
Cryptosporidium, que también exhibe una fase intracelular inusual de desarrollo en

su ciclo de vida (Thompson y col., 2000). La etapa infecciosa de los parasitos es
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cuando se enquistan y cuando se liberan en las heces y la capacidad de
supervivencia prolongada en el medio ambiente. La reinfeccion se logra cuando
los ooquistes son ingeridos que puede ser directo a través del huésped o por
contacto a través de material contaminado, el agua, los alimentos o los artropodos.
El vinculo entre las infecciones humanas y animales ha sidouna pregunta que ha

dominado gran parte del esfuerzo de investigacion en Cryptosporidium spp.

Dado que el Cryptosporidium spp pueden ser transmitidopor el agua, la fuente de
contaminacion del agua sigue siendo un tema critico para las autoridades del agua
a lo largo del mundo (Fayer, 2004; Thompson, 2004). El papel de los animales
infectados puede ser controvertido, en particular la del ganado y la fauna silvestre

debido a su posible papel como reservorios zoonaoticos de infeccion.

4. Patogenia e inmunidad

El Cryptosporidium infecta principalmente lasmicrovellosidades del epitelio
intestinal, y en menor medida a epitelios extraintestinales, causando una
enfermedad gastrointestinal aguda, en una gran variedad de huéspedes
mamiferos incluyendo a los humanos. Tipicamente la duracion de la infeccion vy el
resultado final de la criptosporidiosis intestinal, depende del estado inmunolégico
del huésped(Fayer y Dubey, 1997).Normalmente las células epiteliales intestinales

parasitadas del huésped son células delileon (JenkinsyPetersen, 1997).

Cryptosporidium reside en la superficie apical de las células epiteliales intestinales
y es visto como un patdégeno minimamente invasivo en la mucosa, sin embargo la
infeccion provoca una respuesta primaria mediada por célulasdel sistema
inmunoldgico(Riggs, 2002).La patogenia de la infeccion va de la mano con la

inmunologia del huésped y a continuacion se describe.

Reconocimiento de las células y la adhesién al huésped.La infeccién por
C. parvum es iniciada por la ingestion de ooquistes, que luego se someten a

exquistacion para liberar esporozoitos. La union de los esporozoitos para
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adherirse a las células epiteliales y posteriormente causar la invasiéon son los
principales pasos cruciales durante la patogenia de la criptosporidiosis. La
microscopia electronica revela que los esporozoitos se adhieren a las células
epiteliales por su polo superior, seguido por invaginacion de la membrana de la
célula huésped (Lum y col., 1988). Como la invaginacion se extiende a lo largo de
la superficie delesporozoito, eventualmente rodea completamente el esporozoito,
conduciendo a la formacion de una vacuola intracelular, parasitéfora, pero de
ubicacionextracitoplasmatica, dondeelesporozoito se somete a un mayor
desarrollo. Los estudios, utilizando modelos in vitro demuestran que la adhesion
del esporozoitoa las células epiteliales del huéspedy la invasion se ve afectada por
diversos factores, entre ellos la dosis de esporozoitos, pH, tiempo de incubacién,
cationes divalentes, y el estado de diferenciacién de la célula huésped (Hamer y
col., 1994).

Estudios de inmunizacién pasiva han demostrado que una infeccionin vitro e in
vivocon C. parvum, adheridos a las células epiteliales puede ser inhibida por
anticuerpos monoclonales contra moléculas de superficie deesporozoitos de C.
parvum (Riggs, 2002), lo que indica quemoléculas especificas de la superficie de
los esporozoitos C. parvumestan involucrados en la interaccion de la infeccién
(Elliot y col., 1997).

C. parvumadheridos a la superficie de las células.Para las interacciones
de recepcion/adhesion entre C. parvumy la superficie de las células epiteliales
huéspedes, se hanidentificadovarias proteinas de bajo peso molecular que
parecen contribuir a la adhesion y motilidad del parasito(Gut y Nelson, 1994).
Otros estudios han demostrado que varias proteinas de superficie de esporozoitos
estan implicadas en la union de C. parvum y la invasion de células huésped

epiteliales(Barnes y col., 1998;Joe y col., 1998; Cevallos y col., 2000).

Respuestas de las células epiteliales a la infeccidén porC. parvum.Las

células epiteliales de la mucosa intestinal son criticas para la iniciacién de la



respuesta inmune de la mucosa a diferentespatdégenos entéricos. No so6lo forman
una barrera quesepara el medio interno del huésped al exterior y al medio
ambiente, las células epiteliales producen una variedad decitocinas y quimiocinas
en respuesta a componentes microbianos (Panja y col.,, 1995). La primera
interaccion de C. parvumcon el huésped es a través de la invasion de las células
epiteliales de la mucosa, los eventos que se producen posteriormente son
importantestanto para la supervivencia del parasito y el desarrollo de la

inmunidad.

Apoptosis. Ha sido bien demostrado que la apoptosis de la célula hospedadora,
o muerte celular programada, se produce en respuestaa la infeccion con
patégenos microbianos. La apoptosissirve como un mecanismo de defensa y en la
regulacionde las respuestas del huésped, a patdégenos invasivos y no

invasivos(Vaux y col., 1994).

Los estudios que implican parasitos protozoarios intracelulares han mostrado que
la regulacion dela apoptosis es un acontecimiento clave durante la interaccién

huésped-parasito(Reis y Bareinskis, 2001).

Varios estudios haninvestigado el papelde la apoptosis durante la infeccién con
C. parvum (Cheng y col., 1998). Los efectos citopaticos directos en las células
epiteliales biliares infectadas con C.parvum muestran apoptosis generalizada en

células biliares en cuestion de horas después de la exposicion a C. parvum.

Este efecto citopéatico especifico en el epitelio biliar, las células se consideran
relevantes para la patogénesis de la colangitis(Ojcius y col., 1999). La infeccion
con C. parvum conduce a la condensacion nuclear y elporcentaje de células
apoptéticas aumenta en funciéondel nimero de ooquistes utilizados para infectar
las células huésped.Basado en el hecho de que C. parvum causa apoptosis tanto
deuna linea celular biliar y wuna célula epitelial ileocecal, se sugiere

queC. parvum podria causarla apoptosis de todos las células epiteliales infectadas
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y que la apoptosis puede ser una caracteristica comunde C. parvum (Ojcius y col.,
1999).

La apoptosis se produce en dos lineas de células epitelialesinfectadas
con C. parvum, a las 6 horas después de la infeccion,sélo una minoria de las
células infectadas sobreviven a la fase inicial del desarrollo delparasito sin perder
adherencia (Widmer y col., 2000). El blogueo de la apoptosis con un inhibidor de
caspasaaumenta el porcentaje de células infectadas, masapoyo que las células
infectadas pueden intentar eliminarel parasito a través de la apoptosis (Ojcius y
col., 1999).

Regulacién de las citosinas proinflamatorias y reguladores inmunes. El
control de las infecciones parasitarias es dependiente de la produccién de diversas
citocinas que activan los mecanismos de defensa del huésped que limitan la
reproduccion invasiva o la supervivencia del parasito (Kasper y col., 2001). Asi se
establece que las células epiteliales intestinales producen una variedad de
citocinas en respuesta a diversas infecciones microbianas (Shao y col., 2001). La
infeccion con C. parvum se asocia con el reclutamiento de leucocitos a la
laminapropia de la mucosa y la regulacion de la expresiéon de
citocinasproinflamatorias y varios moduladores inmunoldgicos, lo que sugiere un
papel importante de células epiteliales intestinales en la iniciacion de la respuesta

inmunoldgica de la mucosa a lainfeccién de C. parvum(Riggs, 2002).

En respuesta a las infecciones bacterianas y virales intracelularesepiteliales
intestinales, rapidamente se regula la produccionde muchas citocinas
proinflamatorias y quimiocinasque determinan los tipos de células inmunes del
huéspedreclutados para el sitio de la infeccion (Jung y col., 1995). En el caso de la
infeccion por C. parvum, se caracteriza por la inflamacion de la mucosa con
presencia de neutroéfilos, macréfagos y linfocitos en la lamina propia subyacentedel
epitelio de las células propias, asi como la presencia de neutrofilosintraepiteliales y

linfocitos T (Theodos, 1998). Una de lascitocinasproinflamatorias que esta
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regulada por la infeccion conC. parvum, es interleucina 8 (IL-8). IL-8, es una
quimiocinas de neutrofilos, es producida por una amplia variedadde células
incluyendo células endoteliales, células epiteliales,y linfocitos y juega un papel
importante eniniciar la respuesta inmune del huésped a la infeccion
microbiana,reacciones por el reclutamiento de células inflamatorias al sitio dela

infeccion (Laurent y col., 1994).

La expresion se detecta por primera vez en 16 a 24 h después de la infeccion y
aumenta durante los siguientes 1 a 2 dias. La IL-8, también se ha detectado
en tejido intestinal humano infectado con C. parvuma los 7 dias siguientes a la

infeccion de C. parvum, pero no en los tejidos no infectados (Seydel y col., 1997).

Regulacion del factor de crecimiento transformante-b(TGF-b).TGF-b es
una citocina antiinflamatoria secretada por las células intestinales(Strober y col.,
1997), por la sintesis de proteinas de la matriz extracelular, que regula la
reparacion del epitelio de la mucosa dafiada por la infeccién patégena o eventos

inflamatorios(Diagnass y Podolsky, 1994).

El TGF-H1 mejora la funcion de la barrera epitelial, mientras que la exposicién a
ooquistes reduce notablemente la funcién de la barrera. A través de la induccién
de la via de la proteina quinasa C, TGF-H1 protege la funciébn de barrera
de células epiteliales infectadas por C. parvum por tanto reduce significativamente
el aumento en la permeabilidad de la célula y el grado de necrosis celular causada
por C. parvum. Los mismos enterocitos pueden secretar TGF-H1 in vitro cuando
se infectan con C. parvum,y pueden representar una fuente potencialmente

importante de esta citosina (Roche y col., 2000).

Respuesta inmune de la mucosa intestinal contraCryptosporidium. La
superficie de la mucosa especializado en el sistema inmune y las células
epiteliales intestinales producen una serie de citocinas y quimiocinas en respuesta

a diferentes patdgenos entéricos. A pesar del hecho de que C. parvum reside en la
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superficie apical de las células epiteliales intestinal y mucosa, es un patégeno
minimamente invasivo, y produce una respuesta humoral mediada por células
(Riggs, 2002).Los estudios realizados en los dltimos afios han incrementado la
comprension de la respuesta inmune del huésped contra C. parvum en particular
el papel de los linfocitos T (Dengy col., 2004).
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Figura 1. Patogenia de criptosporidiosisenteropatico y colangiopatia.

Cryptosporidium parvum se une intimamente a las microvellosidades de la
membrana y causa la pérdida de microvellosidades, lo que resulta en mala

absorcion. El organismo activa sefiales para la activacion y produccién de
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citocinas y quimiocinas, tales como la IL-8 , para activar una reaccioén inflamatoria
y estimula la supervivencia anti-apoptéticaen células directamente infectadas,
facilitando la capacidad del organismo de sobrevivir y propagarse. La activacion se
asocia con la reorganizacion del citoesqueleto de la célula huésped y C. parvum
induce la secrecion de hidroxitriptamina y la prostaglandina E2 en el lumen. La
actividad de una “enterotoxina”, que produce la secrecion de cloro in vitro, se ha
detectado en extractos fecales de terneros infectados por C. parvume induce la

apoptosis en las células epiteliales, lo que resulta en el dafio a la barrera epitelial.

5. Signos y lesiones

Estudios han demostrados que la criptosporidiosis es mas frecuente en paises
desarrollados, en huéspedes inmunocompetente, esta infeccion puede auto
eliminarse y durar unos pocos dias a tres semanas con una alta morbilidad en
animales jovenes; la infeccion en el huésped inmunodeficiente puede resultar
cronica con diarrea, debilitamiento, deshidratacién, mala absorcién, emaciacion y

muerte(Morgan y col., 2000).

La duracion y severidad de los sintomas clinicos son variables (Fayer, 2004) vy
depende de la edad y el estado inmunolégico del infectado (Chen y col., 2002),

pero también de la virulencia del parasito (Fahey y col., 2003).

La materia fecal puede contener moco pero la presencia de sangre y leucocitos es
rara, debido a que se trata de una diarrea no inflamatoria (Fahey y col., 2003). Las
alteraciones morfologicas del epitelio intestinal de los individuos infectados
incluyen atrofia de las vellosidades, cambios mitocondriales y una actividad
lisosomal aumentada en las células infectadas (Bogitsh y Cheng, 1998).

La infeccion experimental por Cryptosporidium parvum es capaz de provocar
lesiones intestinales y también alteraciones en las funciones digestivas del epitelio
intestinal; en consecuencia, se desarrolla diarrea por mala absorcion e

hipersecrecién (Argenzioy col., 1990; Moore y col., 1995).
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Con microscopia electronica se observan las lesiones histolégicas méas notorias,
reconocidas en el intestino delgado, principalmente en ileon, también se observa
una severa atrofia y fusion de las vellosidades con hiperplasia en las criptas. Con
mayor aumento se aprecian numerosos criptosporidias en diversos estadios de
desarrollo, mayormente sobre el vértice de las vellosidades; las células
parasitadas muestran un aspecto cuboidal o columnar poco diferenciado. Se
identifica un discreto infiltrado inflamatorio, mayormente por linfocitos, en la lamina
propia e hiperplasia del epitelio de las criptas (Moore y col.,, 1995).Las
observaciones con el microscopio electrénico de transmision demuestran que las
células epiteliales parasitadas se encuentran degeneradas, con el reticulo
endoplasmatico dilatado y pérdida de la estructura mitocondrial. En los sitios de
adhesiéon de los parasitos las microvellosidades son escasas y desorganizadas,
asi mismo, en estos sitios se observa una regién densa en la zona inmediata
interna de la membrana celular de la célula parasitada. Ademas en la mayoria de
los parasitos observados se pueden constatar las elongaciones de la membrana

celular envolviendo los parasitos en la vacuola parasitéfora (Moore y col., 1995).

Cryptosporidium es capaz de provocar notorias alteraciones en la estructura de las
vellosidades intestinales, particularmente atrofiandolas y favoreciendo la
infiltracion de células inflamatorias en lamina propia (Moore R. et al., 1995).
Ademas, las funciones del epitelio afectado se alteran, sobre todo, se encuentra
impedida la absorcion electrogénica de glucosa estimulada por la absorcion de

sodio (Argenzioy col., 1990; Moore y col., 1995).

Por otra parte, la funcion secretora de las células del epitelio de las criptas
permanece sin cambios (Moore y col., 1995). Estas alteraciones, ademas de la
creacion de un ambiente de hiperosmolaridadintraluminal, conducen al desarrollo
de una diarrea que puede ser tan grave como para provocar la muerte (Argenzio y
col., 1990).
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Figura 2.Ciclo de vida de Cryptosporidium e infeccion de las células epiteliales del
huésped.
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Después de ser ingerido, los esporozoitos son liberados, se unen al borde de
cepillo de las células epiteliales, invaden a las células y forman trofozoitos .
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Los paneles A y E muestran un esporozoito de Cryptosporidiumparvumadheridoa

una célula epitelial en un hospedador modelo in vitro de la criptosporidiosis biliar.

Los paneles A, B, C, y D son micrografias electronicas de barrido, y los paneles E
y F son micrografias electronicas de transmision. El panel A muestra la fijacion de

un esporozoito a la superficie de la membrana apical de una célula epitelial biliar.

Los paneles B y C muestran un esporozoito que invade a una célula huésped y la
protrusién de la membrana de la célula epitelial alrededor de todo el parasito en su
sitio de union. Los paneles D y E muestran un organismo envuelto por la
membrana de la célula huésped y la formacién de un vacuola. En el panel E, el
zoito se ha puesto en contacto con la microvellosidades del borde de cepillo de la
célula epitelial, con su extremo anterior insertado en la membrana de la célula
huésped (flecha), y esta en el proceso de ser internalizado. Se forma una banda
densa donde el parasito se adhiere a la célula epitelial. EI panel F muestra un

intestino con criptosporidiosis intestinal.

6. Ciclo bioldgico

Los coccidios del género Cryptosporidium tienen un ciclo de vida monoxeno pues
todas la etapas de su desarrollo (sexual y asexual) se completan dentro del tracto
gastrointestinal de un uUnico huésped. Presentan un estadio exdgeno que

corresponde a los ooquistes esporulados excretados por las heces de los
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huéspedes infectados, u otros materiales bioldgicos como las secreciones
respiratorias. Los ooquistes contienen cuatro estadios haploides o esporozoitos,
los cuales escapan a través de una fisura que se abre en la pared del ooquiste. Al
parecer las fluctuaciones de pH en el tracto gastrointestinal, las sales biliares, las
enzimas pancreaticas y la temperatura favorecen el desenquistamiento,
probablemente, a causa del aumento de la permeabilidad de la pared del ooquiste
(Smith y col., 2005), la movilidad de los esporozoitos dentro del ooquiste y la
consecuente exposicion de receptores (Carey y col., 2004). El esporozoito se
adhiere a receptores de la membrana apical de la célula epitelial del huésped
mediante diversos ligandos (Tzipori y Ward, 2002).

Este proceso induce a la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la proteccion
de la membrana de la célula huésped, alrededor del esporozoito para formar una
vacuola parasitéfora donde el microorganismo permanece en posicion intracelular

pero extracitoplasmatico(Chen y col., 2002).

Dentro de la vacuola, el parasito que en este estadio recibe el nombre de
trofozoito, comienza un ciclo de multiplicacién asexual (esquizogonia o merogonia)
y luego continda con una multiplicacién sexual (gametogonia).Durante el ciclo de
proliferacion asexual se forman merontes de los cuales emergen merozoitos
capaces de infectar otras células del huésped, en las que iniciar4 otra merogonia
o, alternativamente, una gametogonia para diferenciarse en estadios sexuales
llamados gamontes (gametocitos). Durante la gametogénesis los gametocitos
masculinos liberan varios microgametos mientras que los gametocitos femeninos
se diferencian en un Unico microgameto. Luego de la fertilizacion el estadio
diploide resultante (zigoto) sufre meiosis, mecanismo que restaura el estado
haploide. A partir de aqui se inicia el proceso de esporogonia en el cual el zigoto
sufre uno o mas ciclos de divisién mitética para formar un ooquiste que contiene
los esporozoitos infectivos (Smith y Walliker, 2002). Si bien se asume que la

localizacion normal en un huésped inmunocompetente es el tracto gastrointestinal,
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en individuos inmunocomprometidos se han descripto fases extraintestinales en

vias aéreas, conductos biliares, higado, vejiga y pancreas (Tzipori y Ward, 2002).

Se estima que aproximadamente un 80% de los ooquistes tienen una pared
gruesa (doble cubierta) y son directamente infectantes para otros animales cuando
se eliminan por heces, mientras que los ooquistes restantes (20%) poseen una
pared fina (una unidad de membrana) que se rompe tras su salida de la célula
hospedadora y permite la liberacion de los esporozoitos que invaden nuevas
células epiteliales. Este fendbmeno 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 de una
respuesta inmune protectora. El periodo de prepatencia (tiempo que transcurre
entre la ingestion de los ooquistes infectantes y la excrecién de los mismos varia
de acuerdo al hospedador. Experimentalmente se ha demostrado que oscila entre

2y 7 dias en rumiantes y entre 4 y 22 dias en humanos (Fayer y col., 1997).

VI. MATERIALES Y METODOS

Marco de referencia. El presente estudio fue disefiado para determinar la
frecuencia e Cryptosporidium spp en caninos callejeros, del municipio de Torre6n
Coahuila, México. Torreon forma parte de la Comarca Lagunera, ésta abarca el
suroeste de Coahuila y una gran parte del norte de Durango. Torredn es una
ciudad mexicana del estado de Coahuila, ubicada al norte del pais, latitud Norte
21° 31" 117, longitud Oeste 103° 25" 527, altitud 1,123 msnm. Tiene undesarrollo
econOmico alto, sustentado en la industria agricola, industria textil, metallrgica,
guimica, el comercio y los servicios. Tiene una superficie de 1,948 kmz2, un
promedio de temperatura anual de 28 °C, vientos del Este con promedio de 6

km/h, y una humedad relativa anual de 19%.

Toma de muestras. Se tomaron muestras de heces directamente del recto de

caninos del Centro de Control Canino del municipio de Torreén, Coahuila, entre
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los meses de febrero y marzo del afio 2014. Loscaninos fueron seleccionados
aleatoriamente, visitando el Centro tres dias a la semana y tomando muestras de
un total de 40 animales. Las muestras se colectaron por Unica vez de los
animales con o sin signos clinicos de diarrea directamente del recto, se colocaron
en recipientes estériles e inmediatamente se transportaron en refrigeracion para

su analisis en las proximas 24 horasdespués de la colecta.

La deteccién deooquistes de Cryptosporidium spp se llevd a cabo mediante la
preparacion de extendidos fecales a partirde cada muestra, y tefiidas utilizandola
técnica de Ziehl Neelsen modificada. Los extendidos fecalesfueron tratados
conuna solucion de carbolfucsina (1 gfucsina, 10mL de etanol al96%, 5 g de fenol
y 95mL de aguadestilada) durante 30 minutos, se destifieron con una solucion
alacido clorhidrico al 1% y alcohol al 70%durante 2 minutos o hasta que decolore
elextendido, se lavaron conagua corriente,y se hizo contraste al tefiirlos con una

solucién de azul de metileno al 1% durante 1 minuto.

Después deunlavado finalcon agua, los extendidosse secaron a temperatura
ambiente, se montaron con resina sintética y se examinaron por microscopia deluz
usando unlente con objetivo de40X, para verificar la presencia deooquistes de
Cryptosporidium spp. Los ooquistes se identificaron observando sus
caracteristicas morfologicas y utilizando un control positivo a la presencia de
criptosporidias, los ooquistes se tifien de color rojo brillante y la contra tincién
muestra un fondo azul intenso. Se revisaron 25 campos al observar un caso
positivo hasta 40 campos, si no se encontraron ooquistes. Se clasificaron en
negativo (-) al no encontrarse ooquistes en 40 campos, (+) cuando se observaron
de 1 a 10 ooquistes en 25 campos, (++) cuando se observaron de 11 a 20
ooquistes en 25 campos, (+++) cuando se observaron de 21 a 40 ooquistes en 25
campos, y (++++) cuando se observaron mas de 40 ooquistes en 25 campos. Un

canino fue clasificado como positivo si al menos se observaba un solo ooquiste.
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VIl. RESULTADOS

Total de muestras en porcentaje %

Se determind la frecuencia de Cryptosporidium spp en caninos callejeros sin
signos clinicos de enfermedadgastroentérica, de los cuales se obtuvieron los

siguientes resultados.

Se analizaron 40 muestras de heces, 23machos y 17 hembras. Se encontraron 17
(42.5%) muestras positivas y 23 (57.5%) negativas. De las muestras positivas, 6

(35.3%) correspondieron a hembras y 11 (64.7%)fueron machos.

TOTAL DE MUESTRAS
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Figura 3.Total de muestras, positivas y negativas plasmadas en porcentaje.
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Figura 4. Porcentaje de las muestras con resultado positivo y negativo entre machos y
hembras.

VIll.  DISCUSION

De acuerdo a estudios llevados a cabo en diferentes paises de todo el mundo, la
estimacion de laprevalencia de ooquistes de Cryptosporidium caninos varia de 1%
a 20% (Grimason y col.,, 1993) y algunos factores, tales como la ubicacién
geografica, el estado clinico de los animales, los protocolos de muestreo, factores
demograficos, uso de antihelminticos y técnicas de diagndstico son responsables
de la variacion de un amplio rango de prevalencia de Cryptosporidium(Barhami y
col., 2011).

Con respecto a la tasa de infecciébn por Cryptosporidium spp., difiere a lo
observado por Papazahariadou (2007),quien reportdé la presencia de
Cryptosporidium spp en un 2.8% en muestras de heces de perros, recogidas en la
Prefectura de Serres, en el norte de Grecia.
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Esta variacion puede ser debido a las diferencias en los sistemas de manejo de la

salud,atencion y el grado de contaminacion ambiental con fases infecciosas.

La frecuencia de la infeccion porCryptosporidiumspp. en nuestro estudio, coincide
con un estudio realizado por Huber y col., (2005) con respecto a la predisposicién
por sexo, reportando que no hubo diferencias estadisticamente significativas.

Otros estudios muestran una frecuencia mayor de la infeccidbn por
Cryptosporidiumspp. en perros cachorros que en perros adultos, lo que coincide

con otros estudios(Fayer y col., 2001; Miller y col., 2003).

Por el contrario, May y col., (2007),no encontré ninguna diferencia estadistica en la
prevalencia entre los perros por debajo de un afio de edad y los perros de edad

superior a un afio.

Cryptosporidium canis ha sido identificado como la especie mas comun de las
especies de Cryptosporidiumen los perros alrededor del mundo, a pesar de que se
han presentado algunos casos de infeccidbn porC. parvum, C. muris, y C.
meleagridis(Fayer, 2010; Miller, 2010; Molloy y col., 2010;Yoshiuchi, 2010). Sin
embargo, en nuestro estudio solo se realiz6 un estudio microscopico para la
identificacion de ooquistes con la tincion de Ziehl Neelsen modificada y no se
determino la especie.

C. canis parece tener un nivel relativamente alto de adaptabilidad, ya que algunos
casos de C. canis han sido reportados en individuos, tanto inmunocomprometidos
como inmunocompetentes,en los ultimos afios (Scorzay col., 2011; Xiao, 2001;
Leoniy col., 2006).

Aungue un reciente estudio sugiri6 que la criptosporidiosis de perros y gatos

plantea sélo un riesgo zoonoético minimo, para una posible implicacién en la salud
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publica, la importancia econdmica deinfecciones por C. canis en perros y otros

animales no puede ser ignorada(Dwight y Araceli, 2010).

IX. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la criptosporidiosis en caninos callejeros
de Torredn, Coahuila, representa un riesgo importante para la salud publica.

Cryptosporidium es un patdégeno entérico que desencadena una enfermedad
diarreica cuya morbilidad y mortalidad son significativas tanto para los seres

humanos como para los animales.

Las rutas de transmisién son mdultiples (persona a persona, animales a personas,
agua, alimentos, aire) y la infeccibn puede afectar a individuos sanos e
inmunocomprometidos. ES un microorganismo emergente cosmopolita cuya
aparicién no esta limitada a ninguna region geografica o al grado de desarrollo

tecnolégico de la misma.

Los animales de compafiia, son muy importantes dentro de la sociedad en la
actualidad, pero también son importantes reservorios de enfermedades como la

transmision de Criptosporidium.

Los procesos de urbanizacion acelerados, la expansion de la pobreza, las
migraciones no controladas de gran numeros de refugiados, la facilidad y rapidez
en los desplazamientos, el movimiento creciente de los animales y de productos
de origen animal, la falta de saneamiento ambiental, son algunos factores que,
sumados a la escasez de normas legales regulatorias, han posibilitado la

dispersién de la infeccién por Cryptosporidium.

La resistencia a los antibiéticos incrementa las tasas de morbilidad y mortalidad y

los gastos de atencion medica asociados con el control de brotes epidémicos.La
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criptosporidiosis, entonces, representa una amenaza de alcance mundial que
exige una respuesta coordinada de los servicios de salud publica de todos los

paises.
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