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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de diagnosticar la presencia de
Cryptosporidium parvum, causantes de desordenes gastrointestinales y su implicacién
en las diarreas neonatales de los cerdos en sus primeras etapas de vida. Para este
propédsito, 90 cerditos fueron muestreados, distribuidos entre seis Unidades Porcinas
de la provincia Villa Clara y clasificados en dos categorias (crias y precebas) teniendo
en cuenta sus edades. Muestras fecales diarreicas fueron colectadas y usadas para
determinar la presencia de Cryptosporidium parvum, usando un Kit ELISA disponible
comercialmente (codigo: Bio K 077). En 9 muestras (10%) se obtuvieron resultados
positivos. De ellas, 3 muestras (6.8%) corresponden a la categoria “crias "
investigadas, mientras que 6 muestras (13.04%) resultaron positivas en la categoria "
pre ceba", no considerandose una incidencia significativa entre categorias. La
presencia de Cryptosporidium parvum fue diagnosticada en 5 unidades investigadas

(83.3 %), pudiéndose afirmar que tiene una incidencia significativa.



ABSTRACT

This work was carried out to diagnose the presence of Cryptosporidium parvum,
causing of gastrointestinal disorders and its implication in the diarrheas neonatales of
the pigs in its first stages of life. For this purpose, 90 pigs were sampled, distributed
among six porcine Units of Villa Clara province and classified in two categories
(offspring and pre-fatterning) taking into account their ages. Diarrheal fecal samples
they were collected and used to determine the presence of Cryptosporidium parvum,
using a commercially available ELISA Kit (code: Bio K 077). In 9 samples (10%) were
results positive obtained. Of them, 3 samples (6.8%) they belong to the investigated
category "offspring”, while 6 samples (13.04%) they were positive in the category pre —
fattening, not being considered a significant incidence among categories. The presence
of Cryptosporidium parvum was diagnosed in five of units surveyed (83.3%), being

able to affirm that he/she has a significant incidence.
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INTRODUCCION

Las enfermedades del tracto gastrointestinal que afectan a los cerdos en todas sus
etapas, son los mayores factores que limitan la eficiencia y el desarrollo de la
produccion global porcina (Thomson et al., 2004).En la industria porcina de nuestro
pais las enfermedades digestivas continuan siendo un importante problema econémico.
De forma global, la prevalencia de procesos gastroentéricos en el afio 2008 ascendié al
31% (IMV. 2008).

El Cryptosporidium parvum (C. parvum) se presenta frecuentemente asociado a otros
patdgenos entéricos en la produccion de diarreas. Se ha reportado su participacién en
el sindrome diarreico y en otras afecciones en practicamente todas las especies de
animales vertebrados jovenes y adultos, principalmente en el ganado bovino, ovino,
caprino, porcino, aves y otros (Klopfenstein et al., 1999). Hay que sefalar que muchas
veces esta parasitosis cursa de forma asintomatica. Esto ha sido confirmado por varios

estudios recientes en poblaciones humanas y animales (Le6n et al., 2001).

La cryptosporidiosis esta presente a nivel mundial, han sido encontradas en 90 paises
y 6 continentes, incluyendo China (Chen et al., 1992; Fayer et al., 2000; Wang et al.
2002) y afecta un amplio rango de mamiferos, aves, reptiles y peces. Muchos brotes de
cryptosporidiosis en humanos son atribuidos a contaminacién de las fuentes de agua
potable, para la alimentacién y otros usos productivos. Las infecciones en personas
inmunocompetentes son generalmente efimeras, mientras en personas
inmunocomprometidas (sobre todo con el SIDA) estas pueden desarrollar un proceso
cronico (O’Donoghue, 1995; Griffiths, 1998; Fayer et al., 2000).

La cryptosporidiosis natural en cerdos ha sido reportada en todo el mundo (lzumiyama
et al., 2001; Wieler et al., 2001; Maddox-Hyttel et al., 2006; Vitovec et al., 2006; Xiao et
al., 2006; Langkjeer et al., 2007; Suarez-Luengas et al., 2007; Zintl et al., 2007).

Son parasitos que infectan el borde de las microvellosidades del epitelio
gastrointestinal de un amplio rango de hospederos vertebrados, incluyendo al hombre.
Los individuos infectados muestran un amplio espectro de presentaciones clinicas,

pero el poder patdgeno de los Cryptosporidium varia con la especie del parasito que



este involucrado, el tipo y la edad y el estado de inmunidad del hospedero. Las
infecciones con Cryptosporidium no estan asociadas a sintomas clinicos o estan
asociadas solamente con el curso agudo .En algunos animales, como los reptiles
infectados por Cryptosporidium serpentis o individuos inmunodeprimidos, la infeccidon

tiene un curso cronico y puede eventualmente ser letal (Xiao et al., 2004).

Esta establecida como una zoonosis y varias especies de animales pueden constituir
reservorios importantes en la cadena epidemioldgica de transmision. En causa de
diarrea en personas afectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

causando muchas veces la muerte (Chaisson et al., 1998).

Estudios recientes han revelado que el cerdo puede infectarse con C.parvum
(Enemark et al., 2003; Widmer, 2004) y puede jugar un papel en la transmision de este

parasito entre los animales y el hombre (Ryan et al., 2003).

La informacién generada en las investigaciones, hallazgos clinicos de campo, reportes
de clinicas y laboratorios, es de suma importancia en el diagndstico de situacion de las
principales enfermedades en los animales domésticos. Esta informacion permite tener
elementos para sentar las bases para el disefio de programas de prevencion, control y
erradicacion de las enfermedades en diferentes regiones del pais (Rodriguez et al.,
2001).

La identificacion de especies de este género Cryptosporidium basadas en técnicas
como la morfometria y otras, son poco confiables, esto hace necesario el uso de
técnicas mas depuradas y especificas para la identificacion de especies. En este
sentido en el presente trabajo se describe un protocolo desarrollado para la deteccion
de C.parvum en heces mediante el uso de una técnica de inmunoensayo enzimatico

en heces fecales (ELISA).
Para valorar el problema cientifico formulamos la siguiente Hipoétesis:

La presencia de Cryptosporidium sp. en las piaras de Cuba han sido reportada por los
laboratorios provinciales de diagndstico e investigaciones veterinarias, por métodos
convencionales con bajos niveles de sensibilidad y especificidad diagndstica,

desconociéndose su prevalencia.



Para dar respuesta a la anterior hipdtesis, nos planteamos el siguiente Objetivo

General:

Determinar la prevalencia de Cryptosporidium parvum en cerdos diarreicos de la
provincia Villa Clara.

Objetivos Especificos:

-. Determinar la prevalencia de Cryptosporidium parvum en cerdos diarreicos entre 0 y
25 dias de edad (crias).

-. Determinar la prevalencia de Cryptosporidium parvum en cerdos diarreicos entre 26 y

50 dias de edad (pre ceba).

-. Realizar comparacion de la prevalencia de Cryptosporidium parvum entre las dos

categorias estudiadas y las 6 unidades muestreadas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Definicion

Cryptosporidiosis: Enterocolitis auto limitante de distribucion cosmopolita causada por
parasitos coccidios C.parvum. Es comun en rumiantes jovenes, especialmente en
terneros, algo menos en el hombre y cerdo y raro en perros, gatos y caballos. Otros
Cryptosporidium causan la enfermedad en reptiles y aves. La enfermedad en cerdos se

caracteriza por perdida de peso y diarrea acuosa. A menos que el sistema inmune este

comprometido es una enfermedad auto limitante (Anadodn, 1996).
Historia

Fue reconocido por primera vez en las glandulas gastricas de ratones de laboratorio
por Tyzzer en 1907 identificandolo como C. muris y en 1912 fue identificado una
segunda especie, localizada en el intestino delgado del raton de laboratorio, al cual

denomino C.parvum.

En ternero el primer caso fue notificado en Estados Unidos en un animal de 8 meses
que padecia de diarrea crénica y posteriormente Meuten et al. , (1975) diagnosticaron
el parasito en un ternero de 2 semanas de edad sin evidencia de otro agente
enteropatogeno, por lo que sefialan por primera vez a este protozoo, patégeno para el
ternero. En esta misma década se presentaron casos de cryptosporidiosis en humanos

diagnosticados por biopsia intestinal (Le Coz, 1995).

Fue reportado como un patdégeno humano por primera vez en 1976 por Nime,desde
entonces la cryptosporidiosis se ha incrementado, reconociéndose como causa severa
de cuadros diarreicos tanto en personas con SIDA, como en personas sanas (Guerrant,
1997).

El parasito Cryptosporidium fue reportado por primera vez en cerdos en Estados

Unidos por (Kennedy et al., 1977).

En investigaciones realizados en 1985 se determind en la provincia de Habana en las
heces de 506 terneros de 1-30 dias de nacido que el 25% estaba parasitado con

C.parvum, reportandose la infeccion en cerdos por Cabrera et al., (1985).



En humanos, en el periodo de 1991-1992 y primer semestre de 1997 se reportaron 14
casos de cryptosporidiosis en el sanatorio provincial de Pinar del Rio para pacientes
afectados por el SIDA (Coste, 1997)

Un brote de diarrea por infeccion con Cryptosporidium sp. ocurri6 en la sala de
lactantes de un circulo infantil en la ciudad de Pinar del Rio en noviembre de 1996. De
25 nifios en el salon, 10 tenian diarreas (64%) identificandose en 15 de ellos el parasito
(Duarte, 1997).

Taxonomia y caracterizacion genética.

McDonald, 2006 clasifica las especies del género Cryptosporidium de la siguiente

manera:

1. Phyllum: Apicomplexa (presentan complejo apical).

2. Clase: Esporozoa (reproduccion sexual y asexual con formacion de ooquistes).

3. Subclase: Coccidia (el ciclo presenta merogonias, gametogonias y esporogonias).

4. Suborden: Eimeriorina se desarrollan macro y microgametos de forma

independiente, y el zigoto es inmovil).

5. Familia: Cryptosporididae (los ooquistes presentan cuatro esporozoitos y ciclo vital

monoxeno, es decir, con un solo hospedador).
6. Género: Cryptosporidium.
7. Especie: parvum, muris, baileyi, meleagridis

Para este genero han sido denominados 19 especies 0 mas; pero existen dudas de que
estas sean especies diferentes, actualmente se habla de especies especificas para

diferentes especies animales.

Varios autores describen diferencias en la cantidad de especies de Cryptosporidium

reportadas, como:

Valle et al., 2002 que describe por lo menos 21 especies de Cryptosporidium, pero

solamente 6 u 8 son consideradas de importancia clinica (C. parvum, C. wrairi, C. Felis,



C.meleagridis, C.baileyi, C. serpentis y C.nasurom. Entre ellos, C.parvum es el que

infesta a la mayoria de los mamiferos.

Lindsay et al. ,2000 describen 10 especies de Cryptosporidium .Estos incluyen el C.
parvum de los humanos y muchos mamiferos, C.muris de los roedores, C. andersoni
de los rumiantes, C. felis de los gatos, C. wrairi de los cuyes, C. meleagridis y C.
baileyi de los pajaros, C. serpentis y C. saurophilim de los reptiles, y C. nasorum del

pez.

Por otro lado, (Fayer et al., 2000,2001;Morgan - Ryan, 2002;Ryan, Xiao et al. 2004)
reconocen 13 especies de Cryptosporidium reconocidas , basado en diferencias
genéticas, morfologia de los ooquistes y el sitio de la infeccion :C. muris en roedores,
C. andersoni en el ganado, C.parvum en rumiantes y humanos, C. wrairi en gallinas
guineas ,C. hominis, C. meleagridis , C. baileyi, C. galli en aves, C. serpentis, y C.

saurophilum en serpientes, C. molnari en peces , C. felis en gatos y C. canis en perros.

Reportandose por otros autores 14 especies de Cryptosporidium (Xiao et al., 2004;
Caccio et al., 2005; Fayer et al., 2005).

Cuatro especies de Cryptosporidium han sido reportadas en cerdos: C.
suis(anteriormente genotipo | porcino),C.genotipo Il porcino (GPIl) ,C.parvum y C.
muris(Ryan et al. ,2003,2004;Hamnes et al.,2006;Langkjaer et al.,2007 )

Identificandose por otros autores 5 especies genotipicas de Cryptosporidium en cerdos:
C. parvum, C. muris, C. genotipo Il porcino, C. suis y un nuevo genotipo (GenBank
Accession No EF489037), siendo el C. suis y el genotipo Il los mas comunmente
hallados. (Enemark et al., 2002, 2003; Guselle et al., 2003; Ryan et al., 2003, 2004;
Vitovec et al., 2006; Xiao et al., 2006; Chen and Huang, 2007; Langkjaer et al., 2007;
Suarez- Luengas et al., 2007; Zintl et al., 2007)

Tradicionalmente, la clasificacion taxondmica de la coccidia y otros protozoarios ha sido
basada en los caracteres fenotipicos como la caracterizacion morfolégica y la

especificidad de hospedero (Fayer et al., 2000)
Ryan et al., (2004) describe el C. suis (genotipo cerdo |) de esta manera:

Descripcion: Los ooquites son excretados de forma esporulada.



Tipo de hospedero: cerdos (sus scrofa)
Otros hospederos: existe un reporte en un humano (Xiao, Wang et al. ,2002)

Localizacion en el hospedero: células epiteliales en el intestino delgado y grueso, con
un periodo de pre patencia: 4.8 dias (rango 2-9) y un periodo patente: 12.6 dias (rango
9-15) (Enemark et al., 2003)

Tiempo de esporulaciéon: Los ooquistes son excretados de forma esporulada.

El parasito infesta el borde micro villar del epitelio intestinal de una gran variedad de

mamiferos, aves y reptiles, siendo huésped especifico en la mayoria de las especies.

Se han caracterizado dos genotipos, el genotipo 1 que ha sido aislado solamente de
humanos infestados y el genotipo 2; considerado zoonético; se ha aislado tanto de
ganado infestado (vacas, corderos, cabras y caballos) como de pacientes humanos

infestados (Pieniazek et al., 1999).

El estudio de los genes de la subunidad pequefia del rRNA divide a las especies del
género Cryptosporidium en dos grupos; uno formado por C. muris y C. serpentis, y otro

formado por C. felis, C. meleagridis, C. wrairi, y C. parvum.

Se han descrito ocho genotipos en C.parvum al estudiar los genes que codifican la
proteina externa de membrana (COWP), la thrombospondin-related adhesive protein
C1 (TRAP-C1) y el 18S rRNA, siendo los de origen humano y bovino los que presentan
mayor importancia clinica. El genotipo bovino se asocia a infecciones humanas
producidas por contacto directo con bévidos infectados o sus heces.
Excepcionalmente, se ha descrito infecciones en los pacientes inmunodeprimidos
asociadas a otras especies o a otros genotipos. También se han demostrado

diferencias de virulencia entre los aislados en cultivo celulares y en ratones.

Hace algun tiempo, se pensoé que el C.parvum era la especie responsable de la
cryptosporidiosis humana. Esto es principalmente debido a una falta de conocimiento
claro de la estructura de la especie del género Cryptosporidium. Con el uso de analisis
genético que ayuda a la definicion de las especies tendremos un conocimiento bueno
de la taxonomia de Cryptosporidium sp. vy las herramientas moleculares para

diferenciar las especies con la morfologia del ooquistes. Asi, los humerosos estudios



han mostrado dos especies de Cryptosporidium de ser responsable para la mayoria de
las infecciones de cryptosporidiosis humana, el C.parvum y C. hominis (Caccio et al.,
2000, Carreno et al., 2001, Gasser et al., 2001).

Los parasitos son esféricos o elipticos. En las células epiteliales del intestino presentan
un tamafo entre 2 y 6 um y se encuentran localizados en vacuolas parasitéforas. Los
ooquistes presentan cuatro esporozoitos, sin esporocistos, son ovoides y pueden medir
entre 4,5y 7,9 um. Tienen ocho cromosomas de tamanos moleculares semejantes y
presenta uno de los genomas mas pequefios de los organismos unicelulares

eucarioticos (Rodriguez et al., 2002).

Cuando el hospedero evoluciona, el Cryptosporidium sp. se va adaptando a un grupo
particular de animales y desarrolla alguna especificidad de hospedero. Esto se ha
demostrado en especies de C.intestinal en mamiferos. Ademas de las especies
nombradas como C. parvum, C. hominis, C. wrairi, C. canis, and C. felis, hay muchos
genotipos de Cryptosporidium existen otras especies como el raton, caballo, oveja,
hurén, marsupial, zorro, mofeta, ciervo, ratbn americano, 0so, y genotipos marsupiales,
genotipos | y Il del cerdo y genotipo bovino B. Muchos de ellos fueron considerados
C.parvum previamente. Incluso dentro del C. canis, existen diferencias genéticas entre
los parasitos del perro, coyotes y zorros. Es probable que el genotipo y las especies
que mejor desarrollen adaptacion-hospedero sean los mamiferos, existen numerosos
genotipos de Cryptosporidium intestinales en el agua que no ha podido atribuirsele a

animales en especifico (Xiao et al., 2000).

Probablemente esta adaptacion de hospedero ocurra en especies de Cryptosporidium
de reptiles y pajaros, pero en menor magnitud. Aunque este resultado pueda ser debido
a la escases de estudios, las menores diferencias genéticas estan presentes entre el
C. serpentis de las serpientes y lagartos. Asi, se ven C. serpentis y C. saurophilum en
serpientes y lagartos, y el genotipo de la tortuga infecta tortugas (Xiao et al., 2002).
Esto también parece suceder para el Cryptosporidium en los péjaros. El C. baileyi, el
C. meleagridis y el C. galli son todos encontrados en muchos pajaros diferentes,
aunque los patos y gansos parecen tener genotipo hospedador -adaptado (Morgan et
al., 2000, 2001, Xiao et al., 2002).



Se sugiere que al nombrar nuevas especies de Cryptosporidium, deben cumplirse
cuatro requisitos basicos: (1) el estudio morfo métrico de los ooquistes (2) las
caracterizaciones genéticas; (3) la demostracion natural y, siempre que sea factible, por
lo menos alguna especificidad de hospedero experimental; y (el 4) estar de acuerdo

con el Cadigo internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN) (Xiao et al., 2004).
Ciclo bioldgico

Klopfenstein (1999) plantea que el género Cryptosporidium como todas las coccidias,
poseen un ciclo de vida asexuado y otro sexuado. Este ciclo se inicia en la produccion
asexuada, cuando el ooquistes infectante se desesquista y los esporozoitos liberados
invaden las células para convertirse en trofozoitos y esquizontes (merogonia), de
primera y segunda generacion. Los merozoitos (merontes) procedentes de esta
segunda generacion, inician el ciclo sexuado en microgametocitos y macrogametocitos
que dan origen a células masculinas (microgametos) y femeninas (macrogametos).
Estos se unen, forman zisotes y luego ooquistes, unos de pared delgada que auto
infectan y otros de pared gruesa que sale del exterior para contaminar otros
huéspedes. La reproduccién se hace dentro de una vacuola parasitéfora en la célula de
la vellosidad, que se observa con prominencia al microscopio. La localizacién es

intracelular pero extra citoplasmatica.

Los oocistos excretados en las heces son esporulados por lo que son inmediatamente
infecciosos, en el huésped el oocisto produce cuatro esporozoitos sin esporocisto. El
ciclo endégeno es corto (4-7 dias), las etapas enddgenas se encuentran

inmediatamente por debajo de las membranas celulares epiteliales (Merck, 2006).

En el hombre pueden dar uno o mas ciclos autoinfectantes. Los oocistos aparecen en
las heces al comienzo de los sintomas clinicos y pueden seguir siendo excretados con
ellas durante varias semanas después de desaparecer los mismos (Morgan-Ryan,
2002).

El ciclo se completa en un solo hospedador en dos dias. La infeccidén se produce por
ingestion de ooquistes, provenientes de la contaminacion fecal ambiental o de una
persona o animal infectados. La exquistacion se produce por contacto con agentes

reductores, generalmente sales biliares o enzimas digestivas, aunque puede producirse



de forma espontanea. Aparecen cuatro esporozoitos moviles con forma de platano que
invaden la pared del epitelio intestinal. Se forma una vacuola parasitéfora superficial
formada por dos membranas provenientes del hospedador y por otras dos provenientes
del parasito; esto hace que tenga localizacién intracelular, pero extra citoplasmatica.
Aparecen merozoitos intraluminalmente y, mientras algunos infectan otras células
epiteliales del hospedador (originando un proceso de autoinfeccidén), otros maduran
sexualmente y forman zigotos. El ooquistes, que contiene cuatro nuevos esporozoitos,

es infectivo al excretarse por las heces.

Los ooquistes estan recubiertos de una pared gruesa que les confiere proteccién en el
medio ambiente, pero un 20% de éstos presentan una pared fina y, por lo tanto, ex
quistan enddégenamente, originado un fendmeno de autoinfeccion. En el medio
ambiente se mantienen infecciosos durante meses en un intervalo amplio de
temperaturas. La autoinfeccion es importante clinicamente, ya que la ingestion de
pocos ooquistes puede originar procesos clinicos graves. La exquistacion espontanea,
en ausencia de sustancias reductoras, explica las infecciones pulmonares por este

microorganismo (Rodriguez et al., 2001).
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Localizacion

Su localizacion habitual es en el tracto gastrointestinal, fundamentalmente en la porcién

baja del intestino delgado, pero también puede parasitar otros érganos (Ledn, 2001).

Trabajos recientes han detectado al C.parvum en la vesicula biliar de cerdo y corderos.
También se ha detectado en los nddulos linfaticos mesentéricos, traquea, pulmon y

utero de una oveja (Thatcher & Friendhip, 2003).
Factores pre disponentes

En un estudio epidemiolégico realizado en la provincia de Ciego de Avila en el periodo
de 1987 a 1995 se determin6 que los grupos de edades de 6-11 meses aportaron el
mayor numero de enfermos. No se detecto estacionalidad. La tenencia de animales en
la vivienda, la practica inadecuada de la lactancia materna, asi como el lavado

incorrecto de las manos, constituyeron factores de riesgo (Coste, 1997).

La cryptosporidiosis es mas frecuente tanto en animales como personas

inmunosuprimidos (MacKenzie, 2005).

Estudios realizados en Alemania y Hungria han mostrado que la crianza al aire libre
tiene influencias negativas en los cerdos destetados (Bdlcskei, et al. 1996),
ocasionando bajas ganancias de peso y aumento de la mortalidad en cerdos de ceba
(Bilic & Bilkei, 2006).

La infeccion coexistente del C.parvum y el Sindrome atrofico multisistemico posdestete
(PMWS) provocada por el circo virus porcino tipo 2 (PCV2) puede ser de naturaleza
accidental, la existencia de lesiones relacionadas con C.parvum en un cerdo afectado
con PMWS, apoya la hipétesis de que los animales afectados con PMWS desarrollan
un incremento de la susceptibilidad a las infecciones secundarias como resultado de

un estado de inmunosupresion (Nufez et al, 2003).

La infeccion en cerdos de PCV 2 esta asociada con una reduccién temprana y severa
de linfocitos CD4+ en los ganglios linfaticos (Sarli et al., 2001) y sangre periférica
(Segalés et al., 2001) lo cual puede ser causa pre disponente a la infeccion

cryptosporidial, como se ha demostrado en humanos (Xiao et al., 2004)
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La asociacién entre los histiocitos y eosindfilos con infeccion de PCV2 podrian inducir
una funcion deficiente de la poblacion de eosindfilos en su funcién de anti-parasito
produciendo un aumento de la sensibilidad a las infecciones al parasitismo intestinal
(Roitt et al., 1998)

La mayor cantidad de pacientes positivos en Korea se debe a la mayor cantidad de

poblacién rural que esta mas expuesta a este (Chai et al., 2001)
Patogenia

El C.parvum es un organismo protozoario obligado, son parasitos intracelulares que
infectan las células epiteliales recubriendo la superficie luminal del tracto respiratorio y
digestivo en una amplia variedad de hospederos. El unico rasgo incluido es la ausencia
de un periodo de esporulacion fuera del hospedero (los ooquistes son infecciosos
cuando ellos son vertidos en las heces), la falta de sporozoito dentro del ooquistes(es
decir los sporozoitos estan desnudos dentro del ooquistes) y la autoinfeccion (el ciclo
de vida se repite dentro del mismo hospedero). Los ooquistes cryptosporidiales son
pequenos: estos del C.parvum son de 4.5 a 5 ym de diametro. Aunque al menos se
consideran 8 especies reconocidas de C.parvum, la cryptosporidiosis humana se le
atribuye al C.parvum. Un numero pequefio de infecciones atribuidas a otras especies
de Cryptosporidium en humanos se ha informado, esencialmente restringidas a
personas inmunocomprometidas (por ejemplo la inmunodeficiencia humana en

personas enfermas con el SIDA) (Morgan et al., 2000; Xiao et al., 2001).

Existen numerosos reportes sobre el predominio del C.parvum en el ganado doméstico
como las cabras, llamas, ganado, ovejas, caballos y cerdos (Noordeen et al., 2000;
Rulofson et al., 2001).

Al igual que otras coccidias, la infeccion por C.parvum es intracelular, pero ademas es
extracitoplasmatica, y se desarrolla debajo de la membrana celular o en el borde en

cepillo de las células del epitelio intestinal.

Este ciclo también se ha descrito en otros epitelios (Kaplan, 2002).
La cryptosporidiosis intestinal es caracterizada por diarrea acuosa severa pero puede,

alternativamente, ser asintomatico. La cryptosporidiosis pulmonar y traqueal en seres
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humanos se asocia a toser y con frecuencia a una fiebre de calidad inferior; estos
sintomas son acompafados a menudo por sefal de diarrea intestinal severa (Prieto,
2004).

Segun Martineau et al.,, (2005) la cryptosporidiosis en cerdos se caracteriza por
absorcion de NaCl a la prostaglandina (PG) liberada por el tejido inflamado. Los
resultados obtenidos en el trabajo de estos autores indican que las PGs alteran el

transporte de NaCl en esta infeccion.

Los mecanismos de patogenicidad no estan del todo establecidos. Estudios
experimentales en porcinos demuestran que C. parvum inhibe la absorciéon de sodio
glucosa dependiente. A su vez el aumento en la produccion de prostaglandinas (PG) a
nivel de la mucosa intestinal, colabora inhibiendo la absorciéon de cloruro de sodio,
resultando en diarrea secretora. Estos efectos pueden ser, en parte debido a que
PGE, actua sobre componentes del sistema nervioso enterico o sea las vias
neuronales colinérgicas y vipergicas (VIP: vasoactive intestinal peptide) y a la accién

directa de la PGE, sobre los enterocitos.

Los mecanismos que llevan al aumento en la produccion de prostaglandinas vy la
fuente de produccién de las mismas no son conocidos; aunque se cree que las PG
pueden ser formadas por los leucocitos residentes en el intestino y por los leucocitos

presentes en la mucosa como respuesta a la infestacion.

Las alteraciones en la permeabilidad intestinal también tienen un rol importante en la
diarrea por cryptosporidiosis. EI aumento de Interferon-gama producido durante la
infestacion aumenta la permeabilidad intestinal y disminuye la funcion de la barrera

intestinal (Rodriguez et al., 2001).

La respuesta del huésped a la infeccién es a través de inmunidad innata mediada por
las células epiteliales y a través de inmunidad adquirida, mediada por linfoncitos By T.
En estudios realizados en humanos y en ratas, se ha observado que la habilidad de
resolver la diarrea se correlaciona con los niveles de CD4+T. Este dato es consistente
con los casos clinicos de pacientes con SIDA, en los cuales cuando tienen un conteo
de CD4+T de 200 c/mm3 manifiestan enfermedad transitoria, mientras que cuando el

conteo desciende a menos de 50 ¢/mm3 CD4+T C.parvum coloniza los conductos
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biliares y la probabilidad de sobre vivencia disminuye. El Interferon- gama tiene un rol
principal tanto en la inmunidad innata como en la resolucion de la infeccion por

C.parvum (Dupont, et al., 1995 y Caccio et al., 2000)

El grado de infecciéon depende del estado inmunoldgico del huésped. En huéspedes

inmunocompetentes, la infeccién es generalmente aguda y auto limitante.

En individuos inmunosuprimidos puede convertirse en diarrea cronica, con
deshidratacion, debilidad y muerte. En estudios hechos en pacientes con SIDA, se
encontré que la infeccion se extiende hacia el pancreas, conductos biliares, vesicular

biliar y aparato respiratorio.

Los felinos clinicamente infestados muestran inapetencia, perdida de peso y diarrea de

intestino delgado (Rodriguez et al., 2001).

Varios reportes de casos de cryptosporidosis en animales inmunosuprimidos se han
publicado: un caso de un gato infectado con el virus de la leucemia felina (+FelLV), en
un gato con linfosarcoma (Lent et al., 1993) y en un gato con enfermedad inflamatoria
intestinal (Lappin et al. ,1997), produciendo duodenitis linfocitica plasmocitica sin

embargo, la inmunosupresion no necesariamente precede la infeccién.

Puede producirse la infeccidn por la ingestién de ooquistes y en el desarrollo de la
enfermedad influye la exposicion previa al microorganismo y el estado inmunoldgico del
sujeto infectado. Estudios realizados en voluntarios sanos demuestran que puede
producirse infecciones por la ingestion de menos de 3000 ooquistes. Histologicamente,
el parasito se localiza dentro de las células epiteliales y pueden aparecer procesos de
fusidbn o pérdida de vellosidades intestinales, hiperplasia de las criptas y cambios
inflamatorios en la lamina propia con presencia de linfocitos, neutréfilos, células

plasmaticas y macrofagos.

El ciclo completo del parasito puede reproducirse en embridén de pollo, en pulmoén fetal
humano y en células de rifidn de cerdo. Se han desarrollado varias lineas celulares de
origen intestinal, siendo la HT29.74 la mas empleada en la evaluacion de la utilidad
terapéutica de diversos compuestos, pero esta linea, originada a partir de enterocitos

humanos, sélo permite el desarrollo asexual del parasito. También se ha usado la linea
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Caco-2, originaria de carcinoma de colon, para la produccion de ooquistes. Las células
de rindn canino Madin-Darby permiten el desarrollo asexual y sexual del parasito, pero
no se producen ooquistes esporulados. Los estudios en animales se realizan en
neonatos de varias especies como ratones, ratas, hamsters, cerdos, corderos y
primates no humanos, pero la infeccion remite al desarrollarse los animales, lo que
limita las investigaciones prolongadas. También se han empleado ratas y ratones
atimicos, roedores inmunodeprimidos y primates infectados por el virus de la
inmunodeficiencia de los simios. La mayoria de las investigaciones se han desarrollado
con el genotipo 2, que es el que infecta a los animales de laboratorio, ya que el

genotipo 1 sélo se ha identificado en hombres y en primates.

Los linfocitos T CD4+ son mediadores inmunoldgicos importantes en el control de la
infeccion y se ha demostrado, en modelos experimentales, la asociacion entre el déficit
de los linfocitos T y la persistencia de la infeccion. Se detecta la presencia de
anticuerpos del tipo IgG e IgM en todos los enfermos, incluidos los infectados por el
VIH. Aparecen a los seis dias de la infeccion y se mantienen durante muchos meses,
incluso mas de un afo. También es posible detectar la presencia de IgA en el liquido
duodenal de los pacientes, apareciendo a los 4-6 dias de la infeccion y desapareciendo
a los 15-20 dias; segun algunos datos experimentales, estos anticuerpos podrian estar

implicados en la resolucion del cuadro clinico.

La proteina CSL, de aproximadamente 1300 kDa es la glucoproteina apical de los
esporozoitos y merozoitos y su neutralizacion con anticuerpos monoclonales protege
de la infeccion en un modelo in vivo. Es la responsable de la infectividad del
esporozolto, ya que se une a las células epiteliales intestinales y, por lo tanto, es una

diana prometedora en el disefio de vacunas (Seok-Hwa & Seong-Soo, 2001).
Infeccidn

Se han descubierto infecciones extraintestinales por C.parvum en ovejas y cerdos. Las
infecciones fueron detectadas en mucosas de diferentes 6rganos y visceras de 55
ovejas y 57 cerdos sacrificados en tres mataderos en Zaragoza (nordeste de Espana).
Se utilizo la tincion utilizando la técnica de Ziehl-Neelsen modificada. Ademas, de las

infecciones intestinales, los ooquistes de Cryptosporidium fueron encontrados en la
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vesicula biliar de dos cerdos que tenian 2 meses de edad, en algunos 6rganos de
ovejas incluyendo la vesicula biliar, ganglios linfaticos mesentéricos, traquea, pulmén,

el utero de un cordero (Fleta et al., 1995).

La presencia de ooquistes cryptosporidiales en utero ha sido reportado de forma
natural .Sin embargo, la posibilidad del establecimiento de infecciones intrauterinas con
Cryptosporidium sp. se ha demostrado de forma experimental en ratones .El parasito
completé su ciclo de vida en el utero, pasando los ooquistes infectivos a través de la

vagina (Liebler et al., 1986)

Fleta et al., (1995) confirmaron en sus resultados que el parasito Cryptosporidium
puede infectar sitios extra-intestinales en las ovejas y cerdos, aunque como el
organismo alcanza algunas de estas locaciones no esta claro. Aunque la
cryptosporidiosis extraintestinal no es comun en mamiferos, se ha demostrado en

humanos inmunodeprimidos y aves (Angus, 1990).

El C.parvum induce niveles de apoptosis moderado de células epiteliales intestinales
cultivadas como maximo 24 horas después de la infeccion. Ha desarrollado estrategias
para limitar la apoptosis que facilite su crecimiento y maduracion en un periodo de

tiempo temprano después de la infeccidn de las células epiteliales.

El sitio primario de infeccién del C.parvum es el epitelio del intestino, aunque en
células epiteliales de sitios extraintestinales, incluyendo el estomago, bilis y vias

respiratorias, también puede infectarse (Goodwin et al., 1991).

Se ha demostrado que Cryptosporidium puede ocasionar diarrea entre diferentes
especies de animales, incluyendo a los humanos (Current & Garcia, 1991), en los
mamiferos este protozoario infecta a los enterocitos del intestino delgado, aunque
también a las células epiteliales del intestino grueso, sistema biliar y tracto respiratorio
en humanos inmunodeprimidos (Seculi et al., 2000). Las infecciones extra intestinales
han sido descritas en animales infectados de una forma natural. Se encontraron en la
vesicula, conducto de la bilis y epitelio del conducto pancreatico en un mono joven
(Kovatch & Blanco, 1972) y en potros inmunodeficientes (Snyder et al., 1978).

Igualmente se descubrieron merontes y ooquistes en rifiones y uretra en 2 terneros con
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Cryptosporidium (Pavlasek & Nikitin, 1987), invasion respiratoria en un ternero que

padece cryptosporidiosis intestinal (Mascaré et al., 1994)

La mayor infeccién en humanos es causada por dos genotipos de C.parvum, genotipo |
y genotipo Il, estos son los genotipos humano y el bovino (zoonotico).El éxito en la
infeccion experimental del C.parvum genotipo | "genotipo humano “ se describié en
cuatro cerditos y un cordero, el inoculo se obtuvo originalmente de dos nifios con
diarreas y el genotipo del Cryptosporidium fue determinado por PCR y secuenciando el
rDNA. La dosis infectiva fue entre 10° y 2 x10° ooquistes. Ninguna sefial de sintomas
clinicos fue observada en los animales infectados, excepto en un cerdito que mostré
diarrea acuosa. El periodo de eliminacion de ooquistes en animales positivos fue entre
4y 10 dias.

El examen histopatologico del tracto gastrointestinal de los cerditos positivos revelaron
la reduccion de las vellosidades .En un cerdito la mucosa del intestino revelo la
presencia de ooquistes de Cryptosporidium. El tiempo de almacenamiento del inoculo
(menor o igual a 3 semanas en PBS a 4° C) y la edad del animal (recién nacido) fue

importante para el éxito de la induccién de la infeccion (Ebeid et al., 2003).

Leah et al., 2006, utiliza un modelo establecido de cerdito neonatal para la infeccion de
C.parvum para determinar el papel de los neutrofilos en la patogénesis de la
enfermedad inhibiendo su captacion y utilizando la activacion en vivo de anticuerpos
monoclonales C-D18 .Los cerdos infectados fueron tratados diariamente con anti C-
D18 o isotopo de inmunoglobulina G .La infeccién con C.parvum provoca un aumento
significativo de la actividad mieloperoxidasa neutrofilica mucosal la cual se previene

con el tratamiento a los cerditos con anti C-D 18.

En los mamiferos, el protozoario infecta normalmente los enterocitos del intestino
delgado, aunque, en pacientes inmunodeficientes puede afectar el intestino grueso, el
sistema biliar, el tracto respiratorio (Angus, 1990).Se ha descrito incidencias de
infecciones extraintestinales en animales infectados de forma natural. Fue encontrado
en el mono Rhesus joven infestacion en la vesicula biliar , el conducto biliar y el
epitelio del conducto pancreatico(Kovatch and White,1972) y en potros

inmunodeficientes (Snyder et al., 1978).Similarmente , se detectaron merontes vy
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ooquistes en vias de desarrollo en los rifiones y la uretra de dos terneros con diarrea
producto de la cryptosporidiosis (Pavlasek & Nikitin, 1987)y se ha reportado la
infeccion respiratoria en un ternero lactante que padecia cryptosporidiosis intestinal
(Mascard et al., 1994). En infecciones experimentales en cerdos, se ha informado
infecciones en el tracto respiratorio (Schloemer, 1982) en la traquea o en la bolsa
conjuntival e infeccidbn en la mucosa uterina después de haber sido inducida una
inoculacién intrauterina experimental en ratones adultos con Cryptosporidium sp.
(Liebler et al., 1986)

Se demostro algunas fases de su ciclo de vida, incluyendo ooquistes, en la traquea y
saco conjuntival de cerdos infectados de forma experimental la presencia de
Cryptosporidium en la vesicula de algunos cerdos y ovejas puede explicarse por la
diseminacion directa del intestino delgado. La infeccion biliar en humanos
inmunodeficientes esta bien confirmada y puede ser causa de colecistitis (Marguilis et
al., 1986)

Transmision

Estudios han demostrado que ooquistes del C.parvum son transmitidos por el agua y

puede permanecer viable por varios meses (Fayer et al., 1998)

Olson et al., (1999) demostraron que a temperaturas por debajo de -4°C en agua el
Criptosporidium permanece viable por mas de 12 semana. A temperatura de 4°C en
agua el C. sobreviviran por mas de 12 semana .A 25 °C permanece su infectividad en

agua por 10 semanas.

La cryptosporidiosis ha sido transmitida por la via fecal oral e indirectamente a través
de la comida o agua de bebida que se contamina por los ooquistes (Jokipii et al. ,1983;
MacKenzie, 1994).El C.parvum causa diarreas agudas y auto limitadas en individuos
inmunocompetentes y en animales domésticos. Sin embargo, el C.parvum puede tener
la forma crénica y desencadenar un curso fatal en individuos inmunodeficientes
(O’'Donoghue ,1995).
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Los ooquistes cryptosporidiales son resistentes medioambientalmente y son
notablemente resistentes a las desinfecciones quimicas (por ejemplo, la desinfeccién
con cloro al agua potable) pero son susceptibles a temperaturas extremas de frio y

calor (pasteurizacion) (Fayer et al., 2000).

La causa probable de infeccién respiratoria en pacientes con SIDA puede ser la

inhalacion de ooquistes contenido en vomitos (Casemore, 1989).

La transmision aerotransportada del ooquistes también ha sido sugerida en aves
(Goodwin, 1991).

El contagio es a través de la via oro-fecal, generalmente por contacto 6 por

contaminacion indirecta a través de alimentos 6 agua contaminada.

C.parvum es extremadamente infeccioso; debido a que a diferencia de los demas
coccideos, los ooquistes esporulan dentro del huésped infestado y son eliminados en
estado infeccioso por la materia fecal. Una vez en el medio ambiente, los ooquistes son
resistentes a la mayoria de los desinfectantes. La dosis infecciosa media de C.parvum
es de entre 30 y 130 ooquistes (de estudios en humanos, pero un solo ooquistes es

suficiente para causar infestacion) (Mc Reynolds et al., 2000).

Chalmers et al., (1997) reportaron que el C.parvum en roedores salvajes puede actuar
significativamente como reservorio con un alto potencial para infectar al hombre y al
ganado debido a la convivencia. El papel de los perros en la transmisién es polémico,
pero Abe et al., (2002) negaron la posibilidad de transmision en perros a través de
PCR.

Atwill en (1997) encontré que 12(5.4%) y 17(7.6%) de 221 cerdos salvajes eliminaron
ooquistes de C.parvum vy quistes de Giardia, respectivamente. En estos cerdos el sexo
y la condicion corporal no esta asociado a la probabilidad de eliminacién de ooquistes

de C.parvum.

En cerdos jovenes (<8 meses) y la alta densidad poblacional de cerdos (>2.0 cerdos
salvajes/km2) tienen significativamente mas probabilidad de eliminar ooquistes
comparado con los cerdos mas viejos (>8 meses) y poblaciones de cerdos con mas
baja densidad (<1.9 cerdos salvajes’km2) (Ward et al., 2002).
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Ran Yu et al., (2004), determinaron en Korea, la presencia de Cryptosporidium en
cerdos, determinandose una incidencia en humanos en varias localidades siendo los
resultados en un 14 % en Chungcheongnam-do, incrementandose en Judok-eup de un
12.7 % a un 22.1 %, estos resultados demostraron que los cerdos pueden ser una

fuente de transmisién de Cryptosporidium en humanos.
Sintomas

Las manifestaciones clinicas dependen de la capacidad de respuesta del sistema
inmune del paciente. Los organismos inmunocompetentes presentan una diarrea
autolimitada de dias o semanas; los inmunoocomprometidos (con SIDA), sufren de

diarrea grave y prolongada que puede llevar a la muerte (Cantin, 1999).

La infecciéon por Cryptosporidium sp. resulta en un amplio rango de manifestaciones,
desde infecciones asintomaticas hasta la enfermedad severa y que pone en riesgo la
vida. La diarrea acuosa es el sintoma mas frecuente y puede estar acompafado de
deshidratacion, pérdida de peso, dolor abdominal, fiebre, nauseas y vémito. En
personas inmunocompetentes, los sintomas usualmente se presentan por periodos
breves (1 a 2 semanas); pueden ser cronicos y mas severos en personas
inmunocomprometidas, especialmente en aquellas con conteos de CD4 <200/ul. El
intestino delgado es el érgano mas afectado, aunque afecta otros érganos incluyendo

al tracto digestivo, pulmones y posiblemente conjuntiva (Kaplan, 2002).

En los animales domésticos las infecciones naturales por Cryptosporidium sp. se
presentan con alta morbilidad y eventualmente con diarreas en becerros, corderos, y
menos frecuente en lechones. Se ha considerado que su asociacion con otras especies

bacterianas y virales, puede provocar la muerte (Pérez, 2002).

En cerdos mayores la infeccion es asintomatica y los animales mayores que se
recuperan desarrollan resistencia ante futuras infecciones. En animales jovenes se han
descrito diarreas y mala absorcidn como consecuencia de la infeccién cryptosporidial
(Rosell, 2004).
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Ambos, el C. suisy PGII parece ser asintomatico en el hospedero porcino (Enemark et
al., 2003; Guselle et al., 2003; Ryan et al., 2003; Vitovec et al., 2006; Langkjaer et al.,
2007; Suarez- Luengas et al., 2007; Zintl et al., 2007).

Diagnéstico

Segun Macleod (1994) el diagndstico se hace por identificacion de los ooquistes en el
frotis de heces o de la fase del ciclo vital de los parasitos en la biopsia intestinal. Se
identifica mejor los oocistos después de la concentracion de las heces con una técnica
como la de flotacion sacarosa de sheather. Los colorantes mas utilizados incluyen
Auramina-Rodamina, un colorante acido-resistente modificado Zafranina y Azul de

metileno.

Gajecki (1998) plantea que los ooquistes deben buscarse bajo la iluminacién de
contraste de fase debido a su transparencia y pequefio tamafio. Este autor sefala
ademas que debido a que los oocistos no se excretan continuamente, cuando no

aparecen y existe la sospecha de la infeccidn, se debe recurrir a un muestreo repetido.

La morfologia del parasito esta en correspondencia con la técnica utilizada. Con la
técnica de flotacidn con azucar aparecen como cuerpos muy pequefios redondeados
de color rosado tenue que contiene en su interior varios granulos de color oscuro. La
técnica de Ziehl Neelsen es muy efectiva para la identificacion del parasito,
observandose como cuerpos redondeados tefiidos de rojo que contienen algunos
granulos oscuros, resultando claramente en el contraste verde del resto de la lamina
(Gil, 1997).

Kvac et al., 2003, utilizaron diferentes métodos de diagnéstico de rutina para
Cryptosporidium sp.Dos de tincién, siete método de sedimentacidon-concentracion, siete
flotacidn-concentracion y uno combinando flotacion — sedimentacion .Se probo estos
métodos con dos concentraciones (1 x 105 y 1 x 106/g) de C.parvum y C. andersoni.
Involucrando la sensibilidad y la especificidad, el método Auramina-Rodamina por

Sheather resulto ser mas efectivo entre los métodos seleccionados.
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El frotis puede prepararse a partir de heces frescas o de material fecal conservado en
polivinil-alcohol (PVA) o en acetato-sddico-acido-formol (SAF). No se recomienda el
empleo de otros agentes conservadores de las heces por ejemplo formol al 10%
(Bertschinger, 1999).

Martineau et al.,, (2002) plantearon que ensayos de inmunoflorescencia (IF) con
anticuerpos monoclonales se pueden utilizar para la deteccion de oocistos en las heces
fecales. Los métodos de ELISA y de IF se han sido utilizados para detectar anticuerpos

humorales especificos en el suero.

Debido al reducido tamafio de los ooquistes (de 4 a 6 micras) y a que la cantidad
presente es muy variable, se deberan analizar multiples muestras, antes de informar un

resultado negativo (Arrowood, 2002).

Microscopia

1) Frotis directos: Se usa solamente como técnica de screening. Para obtener un
diagndstico definitivo, debe combinarse con otra técnica mas sensible. Si el preparado
no va a ser tefido, se recomienda hacer la observacion con un microscopio de

contraste de fase.

2) Tinciones: Los ooquistes pueden ser tefidos con Giemsa, pero esta tincién no los
diferencia de las levaduras fecales del mismo tamano ni de otros detritos. La prueba
rapida acida de Zhiel-Neelsen (Zhiel Neelsen-acid fast) es un método simple y efectivo.
Los ooquistes se ven de color rojo brillante sobre un fondo verde-azulado de levaduras
y detritos. Esta técnica fue modificada y mejorada por medio de enfriado 6

calentamiento de los colorantes.

3) Inmunofluorescencia: Es la mas sensible y especifica de las técnicas de
microscopia. La sensibilidad de IFA es de 10 * ooquistes por gramo de materia fecal.
Es efectiva en bovinos debido a que en general esta especie elimina una gran cantidad
de ooquistes. Los gatos eliminan alrededor de 10 % boquistes por gramo de materia

fecal, por lo cual la sensibilidad disminuye (Hijjawi et al., 2001).

4) Métodos adicionales:
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Safranina caliente-azul de metileno, Tincidn de Kohn’s modificada, tintura de Koster

modificada, anilina- carbol-methilvioleta y tartrazina.
Tinciones negativas.

Tinciones fluorescentes (auramina ¢ auramina-rodamina, auramina-carbol-fucsina,

naranja de acridina mepacrina).

Estas son tinciones quimicas y no son especificas, por lo cual pueden dar resultados
falsos positivos 6 dejar ooquistes sin tefiir. Son solamente métodos de screening. El
diagnostico debe ser confirmado por métodos mas sensibles como
inmunofluorescencia, ELISA 6 Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) (Kvac et
al., 2003).

Diagnéstico Inmunologico

ELISA: Hay varios test de ELISA para deteccion de antigenos en materia fecal. Las
técnicas convencionales pueden reemplazarse por ELISA debido a su simplicidad, y

los requerimientos de equipo de laboratorio son limitados.

La sensibilidad y especificidad del ELISA para el descubrimiento de C. parvum es por
lo menos tan bueno como aquellas técnicas mas convencionales; los resultados son
muy similares. La técnica ELISA es rapida y fiable y satisface el analisis de numeros

muestras.

Es fiable por el uso de anticuerpos monoclonales como conjugado asegura una

excelente especificidad y resultados fiables.

Facilidad de uso: el tiempo de trabajo manual es minimo.

La incubacion se realiza a temperatura ambiente.

Los resultados estan disponibles en 140 minutos para una sola prueba o un lote.
Flexibilidad: pueden leerse los resultados visualmente o espectrofotométricamente.

Diagnéstico Molecular

La tecnologia de PCR ofrece las alternativas al diagndstico convencional de

Cryptosporidium para las muestras clinicas y medioambientales (Kvac et al., 2003).
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Morgan et al., 1998 realizaron los examenes a 511 muestras de heces fecales. A
través del PCR se descubrié un total de 36 muestras positivas de las 511 muestras,
mientras la microscopia rutinaria descubrié 29 positivo. Un total de cinco muestras
fueron positivas por encima de la microscopia rutinaria. La microscopia exhibié 83.7%
sensibilidad y 98.9% especificidad comparadas a PCR. PCR es mas sensible y mas
facil interpretar siendo mas practico, es mas adaptable al analisis de un lote, mientras
reduce los costos considerablemente. Una ventaja importante de la prueba de PCR es
su habilidad de diferenciar directamente los diferentes genotipos de Cryptosporidium.
La sensibilidad, especificidad, la habilidad para genotipificar, la facilidad de uso, hacen
del PCR una herramienta util para el diagnéstico futuro y estudios en la epidemiologia

molecular de infecciones de Cryptosporidium (Zintl et al., 2007).

Los rapidos adelantos en la biologia molecular y en los analisis bioquimicos, traen
consigo el reconocimiento de nuevas especies, sub especies y cepas. De acuerdo con
las diferencias bioldgicas y moleculares notadas en cepas de C.parvum que infectan
varios mamiferos llevaron al reconocimiento de dos grandes grupos que infectan a los
humanos: uno zoonotico o genotipo 2 (cepa) capaz de infectar a un amplio rango de
mamiferos, sobre todo el ganado y uno antroponotico o genotipo 1 que ha sido solo
detectado en humanos y no ha sido con éxito(o por lo menos de forma consistente)

propagandose a otros hospederos mamiferos (Widmer et al., 2004).

La técnica de Reaccion de la Cadena de Polimerasa (PCR) ha sido utilizada para
diferenciar oocistos de C.parvum de los C. wrairi; ya que ambos tienen similitud
morfoldgica y antigénica e incluso esta técnica presenta una coincidencia en un 98%, lo
que ha llevado a algunos autores plantear la hipotesis de que los dos son especies
independientes (Oliva, 2003).

Se han identificado dos genotipos: el genotipo 1 humano (HuG1) y el genotipo bovino
2 (BoG2).Estos genotipos bioldgicos tienen diferencia en el rango de hospedero, el
aislamiento de Bo G2 parece ser infeccioso para una extensa variedad de mamiferos.

El HuG1 parece ser mas selectivo, infectando principalmente a los humanos.

Esta diferencia es importante, porque la mayoria de los casos de cryptosporidiosis en

humanos >75 % es causada por HuG1 y menos del 25 % es causado por BoG2.
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La conducta bioldgica del HuG1 C.parvum en animales no se ha estudiado hasta
ahora debido a la incapacidad del parasito de infectar a hospederos no humanos. Sin
embargo los estudios sucesivos han demostrado que el genotipo humano y bovino se

comporta de una manera diferente en el hospedero humano.

Las dosis altas (de miles a millones de ooquistes) de BoG2 C.parvum son
tradicionalmente usados en el estudio de la patogénesis den animales, aunque la forma
natural de adquisicion de Cryptosporidium son el resultado de baja ingestion de
ooquistes. De hecho, el riesgo de adquirir C.parvum se eleva como resultado de dosis

baja de infectivas.

Las diferencias observadas en los sitios de colonizacién del HuG1 y BoG2 del
C.parvum ayudan a explicar las diferencias halladas en los resultados clinicos en los
mismos hospederos. El BoG2 de C.parvum coloniza todo el intestino delgado
(duodeno, yeyuno e ilién) vy el colon. Por cuanto, el HuG1 C.parvum coloniza solo el
ileon y el colon. El intestino delgado es importante en la regulacion de la absorcion de
electrolitos y nutrientes, el trastorno de sus funciones trae como consecuencia diarrea

producto de la mala absorcion.

Se determind perdida de la integridad epitelial y disminucién de las vellosidades en el
intestino delgado. Las cuales son asociadas a la presencia del parasito dentro del
Brush border epitelial y a las manifestaciones clinicas desde moderadas a severas en
los cerdos infectados por BoG2. Por lo que se propone que el sitio de colonizacion del
parasito dentro del hospedero es un factor determinante en la expresion de la

enfermedad por el hospedero (Pereira et al., 2002).

El C.parvum genotipo | porcino ha sido establecido como una nueva especie, C. suis,

en base a la caracterizacion biologica y los estudios moleculares (Ryan et al., 2004).

Enemark et al., (2003) plantea que el C. suis se adapta a los hospedero porcino, pero
infecta pobremente al ganado .La patogenisidad del C. suis no se ha reportado de una

forma natural en cerdos y solo se han descrito en infecciones experimentales.

Los ooquistes esporulados del C.parvum genotipo bovino son morfolégicamente

idénticos a los ooquistes del C. suis (Mosier et al., 2000)
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El analisis de secuencia de un fragmento del gen SSU rRNA revelan la presencia de
dos especies especificas de Cryptosporidium genéticamente distinto, C.suis y C.
genotipo Il cerdo (CGPIl). Es mas, el C.muris era descubierto en dos casos. Los
resultados esporadicos de las especies especificas para los roedores han sido
informadas por Xiao et al. , (2006) y Zintl et al., (2007).

A través del analisis por PCR — RFLP realizado a muestras fecales y raspado mucosal
a cerdos jovenes mostraron claramente la no presencia del tipo 1 en momentos que
coincidieron ambos genotipos o ante la aparicion del tipo 1 uno o dos dias antes de
aparecer el tipo 2, esto hace pensar que el tipo 2 ademas de establecerse mas
rapidamente que el tipo 1 puede exhibir algun efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
tipo 1(Oliva, 2003).

Inoculacién en animales de laboratorio

Los ooquistes pueden ser recolectados por centrifugacién en azucar y mantenidos en
refrigeracion en una solucién de dicromato de potasio por mas de seis meses sin

aparente pérdida de viabilidad.

Se inoculan en ratones neonatos y después de una semana se examina

microscopicamente el tejido intestinal (Greene, 1998).

Diagnodstico histopatoldégico

Los cambios histopatolégicos observados en las muestras de intestino delgado
humanos varian desde moderada a severa atrofia de las microvellosidades. El grado de

severidad de las lesiones se correlaciona con el numero de organismos infectantes.

Si bien se pueden encontrar lesiones a lo largo de toda la mucosa intestinal, los

cambios son generalmente mas severos en el yeyuno distal y en el ileon.

Las vellosidades se presentan romas, acortadas, ensanchadas y fusionadas, mientras
que las criptas se encuentran elongadas e hiperplasicas. Estas lesiones pueden ser
acompanadas por infiltrados inflamatorios consistentes en células linfoides, macrofagos

y neutréfilos en la lamina propia subyacente (Alves et al., 2000).

Lesiones

26



En animales con diarrea persistente, la necropsia se caracteriza por deshidratacion,
emaciacion y atrofia de vellosidades del intestino delgado. Las caracteristicas
microscopicas incluyen cantidades grandes de parasito dentro de los microvellocidades
, mientras que a simple vista en el intestino se ve atrofiado , hiperplasia e infiltraciones

con células inflamatorias (Callen, 1996).

El mismo autor plantea que en las aves en la forma respiratoria los pulmones se tornan

grises.

En un analisis histologico realizado en tres cerdos con cryptosporidiosis se observo
atrofia y fusién de las vellosidades intestinales con hiperplasia de las criptas, e
infiltracién linfocitaria en la lamina propia con pobre poblacién de los linfocitos en la
placa de Peyer. Una cantidad elevada fue observada mayormente en el vértice de las
vellosidades, las células parasitadas mostraron un aspecto cuboidal o columna poco
diferenciado. También se observo un discreto infiltrado inflamatorio mayormente

linfocitos en la lamina propia (lllera, 1998).
Profilaxis

Resulta fundamental mejorar el sistema inmune de la hembra mediante condiciones de
alojamiento, manejo y nutricion adecuadas. La higiene de las instalaciones debe incluir
limpieza diaria, desinfeccidn peridédica y vaciado sanitario. Es importante que las
nuliparas hayan estado durante las 3-6 semanas antes del parto en contacto con los
microorganismos de la explotacién (generalmente a través de las heces) para crear
cierta inmunidad frente a ellos. En los ultimos dias de gestacion y en los tres primeros
posparto debe explorarse el estado general de todas las cerdas, tomar rectalmente la
temperatura y realizar examenes y lavados uterinos cuando sea necesario (Gil Pascual,
1997).

La especie porcina es muy sensible al calor, ya que no lo pierde por evaporacion
cutanea y respiratoria (sélo por conduccién y radiacion). Por lo tanto, tendremos que
mantener temperaturas adecuadas y diferentes para la madre y los lechones, sin
oscilaciones, y evitando las corrientes de aire. La utilizacion de agua abundante y una
dieta laxante o un purgante suave puede corregir la situacion favorable para la

multiplicacion de coliformes (Gajecki et al., 1998).
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Plonait (2003) planteé que la severidad de la diarrea y tiempo de excrecién de
ooquistes pueden ser reducido con calostro de bovinos hiperinmunes. La proteccion
esta relacionado a los niveles altos de anticuerpos de C.parvum en el lumen del

estomago.

Chen & Huang (2007) realizaron una identificacion molecular donde se mostré que
Cryptosporidium aislados de los cerdos en China oriental pertenecieron a C.parvum
genotipo "mouse". El resultado indicé que la cryptosporidiosis podria transmitirse entre
los roedores y cerdos. Siendo este resultado muy importante para la prevencion de
cryptosporidiosis en los humanos y cerdos y poder controlar la reproduccién de

roedores y reducir la oportunidad de contacto con los ratones.
Tratamiento

Numerosas drogas se han probado para el tratamiento de la cryptosporidiosis, pero
debido a su localizacion unica (intracelular pero extracitoplasmatica) los resultados han

sido generalmente insatisfactorios.

En los gatos los signos clinicos generalmente se revierten después de la administracion
de Paromomicina o Tilosina. La Tilosina, debe ser colocada en capsulas resultando en
un inconveniente para el duefio del animal y la Paromomicina puede producir

insuficiencia renal aguda y sordera en algunos gatos (Gookin et al., 1999).

Se han encontrado recidivas luego del tratamiento con Paromomicina, debido a que
una vez que el parasito alcanza las vias biliares, no es alcanzado por la droga, ya que

esta es absorbida por el tracto gastrointestinal (Bisel et al., 1994).

Nitazoxamide, un antimicrobiano de amplio espectro demostré ser efectivo en el

tratamiento contra cryptosporidiosis en estudios in vitro y en vivo (Theodos et al., 1998).

Hay varios estudios exitosos en el tratamiento de cryptosporiosis en pacientes con
SIDA (Huston et al., 2001), pero todavia no hay estudios suficientes para evaluar la

eficacia de esta droga.

Estudios realizados en pacientes con SIDA usando una terapia combinada de
Azytromicina, Paromomicina y Spiramicina demostraron ser efectivas para el

tratamiento de la diarrea. Pero ademas de los antimicrobianos usados, los pacientes
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recibian terapia antirretrovirus, por lo cual la resolucién de la diarrea se atribuye mas al
aumento de CD4+ (provocado por el tratamiento antiviral) que al efecto de los
antibioticos( Maggi et al., 2000).

Debido a que la resolucion de la diarrea depende del buen estado del sistema
inmunoldgico del huésped, otra opcion es la inmunoterapia no especifica. En pacientes
humanos inmunosuprimidos se han obtenido 6ptimos resultados, usando suero bovino
hiperinmune, sin embargo el numero de individuos en el estudio es muy bajo (Huston et
al., 2001).

Martineau (2002) administro el Paromomycin de 3 000mg/Kg. de P.V/dia a ratones y
500mg/Kg. de P.V/dia a cerdos durante diez dias consecutivos, encontrandose que el
farmaco fue efectivo en los ratones que tenian la infeccién en la superficies vellosas y
considerablemente baja efectividad en sitios inaccesibles como las criptas abscedadas
y en la boca del estomago. En los cerdos mostro se efectivo en los casos que
presentaban un grado ligero o medio de diarreas, debido al transito rapido de los

alimentos en estos casos.

Otros farmacos que poseen efectividad incluyen, Putresina (un producto del

metabolismo de la arginina), Azitromicin, Letrasuril etc. (Chaisson, 1998).

El mismo autor planteo que las inmunoglobulinas IgA, IgM, e IgG del suero hiperinmune
del calostro bovino, reconocian diferentes estadios (merontes, merozoitos, micro y
macrogametocitos, macro y microgametos) del parasito de los que se desprende que

estas formas constituyen verdaderos anfigenos.

En un estudio realizado por Delouis (2003) en secciones de ileon de cerdo demostro
que el péptico YY (PYY) bloquea el efecto secretorio y antiabsorbente de la
prostaglandina 12, por lo que plantea que puede jugar un papel importante en la cura

de la diarrea secretora de la Cryptosporidiosis.

Otros farmacos que poseen efectividad incluyen, Putresina (un producto del

metabolismo de la arginina), Azitromicin, Letrasuril etc. (Chaisson, 1998).

No hay ningun tratamiento eficaz o desinfectante actualmente, para la

cryptosporidiosis porcina y la manera mas eficaz de reducir el predominio de este
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parasito es llevar a cabo una estricta bioseguridad y la higiene, para minimizar las
infecciones (Merck, 2006).

Terapia suportiva

Consiste de fluidos y electrolitos administrados por vias oral y parenteral. Leche entera
de vaca en cantidades pequenas varias veces al dia para optimizar la digestion y
disminuir la perdida de peso. Hay que seguir dando la leche maternal aunque el animal

sigue con diarrea para disminuir la ocurrencia de muerte por inaccion (Pejsak, 2004)

En el sistema de vigilancia epizootologica de Cuba la cryptosporidiosis esta entre las
enfermedades de declaracidon obligatoria, clasificada como de tercer orden y aparece
en el codigo 349 (Instructora 2/86 de la Notificacion obligatorio de Enfermedades al
IMV).

Cryptosporidium es capaz de provocar atrofia de las vellosidades intestinales , favorece
la infiltracion de células inflamatorias en la lamina propia, las funciones del epitelio
afectado se altera , sobre todo se encuentra impedida la absorcion electrogénica de
glucosa estimulada por la absorcion de sodio(Moore et al.,1995),estas alteraciones
ademas de la creacién de un ambiente de hiperosmolaridad intraluminal conducen al
desarrollo de una diarrea que puede ser tan grave como para provocar la muerte, las
manifestaciones patolégicas de la cryptosporidiosis son mas frecuentes en animales
lactantes, aunque eventualmente los animales afectados se encuentran entre las 6y

12 semanas de edad , como en este caso(Lindsay et al., 1991;. Lindsay et al., 1992)
Epidemiologia

La mucosa intestinal sufre un dafio provocado directamente por la esquizogonia y
merogonia o indirectamente por la liberacion de toxinas. Los cryptosporidios provocan
atrofia de las vellosidades intestinales, determinando una disminucion de la superficie
de absorcion e hipersecrecion de liquido entérico que conduce a la pérdida de agua y
electrolitos procedentes de los compartimientos plasmaticos. Estas diarreas secretoras
estan asociadas frecuentemente con bacterias capaces de elaborar enterotoxinas. El
mecanismo patogénico puede deberse a la descarga de metabolitos tdxicos

directamente en el enterocito infectado, ademas de las alteraciones en la superficie de
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la mucosa intestinal, con acortamiento de las microvellosidades, ensanchamiento de
las criptas e infiltracion leucocitaria de la lamina propia que pueden ser responsables
de la disminucion de la capacidad de absorcion intestinal y de la diarrea. La atrofia de
las vellosidades impide la absorcion de la lactosa y Dxilosa y por lo tanto contribuye a

desencadenar diarrea.

La prevalencia de este microorganismo es variable, en funcion de las caracteristicas
socioecondmicas de la poblacion, ya que es mas frecuente en los lugares con
problemas de infraestructura en las canalizaciones de agua potable, en las piscinas, en
la eliminacion de aguas residuales o con estrecho contacto con animales(Suarez-

Luengas et al., 2007).

La infeccion normalmente ocurre entre 3 dias de edad y al destete (Straw et al., 1999),
aunque este organismo parasitario puede encontrarse en cerdos de 30 semanas de
edad (Sandford, 1987), es normalmente subclinica y no es considerada un problema en
producciones de cerdos (Kennedy et al., 1977; Sandford, 1987). Sin embargo en
enfermedades que ocasionan inmunosupresién como el VIH o la enfermedad de
Gumboro en los pollos puede ocasionar un curso desfavorable a la enfermedad
(Hornok et al., 1998)

Se encuentra en las heces del 1 al 3% de los habitantes de los paises desarrollados
(Europa y América del Norte), en el 5% de los de Asia y en el 10% de los de Africa. Es
mas frecuente en los menores de dos afos. Mediante estudios seroldgicos se
demuestra la presencia de anticuerpos en el 25-35% de los habitantes de los paises
desarrollados y en el 60-75% de los de paises pobres. Un estudio realizado en nifios de
Salamanca mostré una seroprevalencia de IgG del 22,6%. En los paises de clima
tropical, es mas frecuente en los meses calidos y humedos, mientras que, en los de
clima templado, como Espafa, es mas frecuente en otofio y en invierno. Se han
descrito grandes brotes asociados generalmente a deficiencias en los sistemas de
potabilizacion del agua; el mayor descrito hasta la fecha se produjo en Milwaukee
(USA) y afectd a 403.000 personas. En el Reino Unido se describieron 18 brotes en el
periodo de 1989 a 1999 asociado a conducciones de agua contaminada con ooquistes
(Rodriguez et al., 2001).

31



La infeccion se transmite de persona a persona, por contacto con animales infectados,
por el agua de bebida, por las piscinas o por los alimentos contaminados (frutas,
verduras, zumos de frutas, moluscos, etc.), aunque un estudio llevado a cabo en Los
Angeles en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
mostroé que el agua potable tenia poca importancia en la transmisién de la enfermedad;
las moscas también podrian desempefiar un papel como vectores mecanicos del
parasito. Se ha demostrado la transmision entre miembros de la familia, entre parejas
sexuales, en guarderias, y entre pacientes y personal sanitario, e incluso se producen
infecciones nosocomiales. Esto puede pasar desapercibido porque, en muchos casos,
no existen sintomas clinicos importantes. Las infecciones por animales se producen,
generalmente, a partir de animales de compania infectados, de laboratorio o de granja.
En un estudio llevado a cabo en Zaragoza, el 7% de los perros, el 44,4% de los
terneros recién nacidos, el 17% de las vacas adultas y el 21,9% de los cerdos
excretaban el parasito en las heces. La importancia de la transmision de este parasito a
través de los alimentos se refleja en los datos aportados por un sistema de vigilancia de
las infecciones de origen alimentario. EI Foodborne Diseases Active Surveillance
Program (FoodNet), comunicé en 1997 los siguientes datos: 2205 casos de Salmonella,
1273 de Shigella, 468 de Cryptosporidium, 340 de Eschericha coli O157:H7, 139 de
Yersinia, 77 de Listeria, 51 de Vibrio y 49 de Cyclospora.

En los pacientes infectados por el VIH con diarrea, la presencia del parasito se
demuestra en el 11-21% de los casos, siendo mas elevado el porcentaje en los
enfermos de paises pobres. Un estudio llevado a cabo en Barcelona en 1994 sobre
1456 pacientes infectados por el VIH mostré la presencia de algun enteropatdégeno en
253 (17%); la incidencia fue mayor en los homosexuales (26%) que en los adictos a
drogas por via parenteral (12%). El patégeno mas frecuente fue C. (104 enfermos),
seguido de Salmonella (78 pacientes). En otro estudio llevado a cabo en Madrid, en el
30% de los pacientes con cryptosporidiosis intestinal aparecieron infecciones
extraintestinales, que en el 61,5% fueron de localizacion biliar, y se observaron en el

esputo en el 16,3% de los casos (Rodriguez et al., 2001).

Los cerdos tienen un amplio rango de edad para la susceptibilidad a especies de

Cryptosporidium y una prevalencia global en muchos paises entre un 6 y un 60 %(
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Wieler et al., 2001; Ryan et al., 2003; Vitovec et al., 2006; Hamnes et al., 2007;
Langkjaer et al., 2007; Suarez-Luengas et al., 2007).

Aspectos novedosos.

Enemark et al., (2003) a través de un estudio de caracterizacion genética reveld que
los cerdos se infectan con una forma de Cryptosporidium genéticamente distinto y

aparentemente adaptado al hospedero, el C. genotipo "cerdo"(PGlI).

Ryan et al.,, (2003) determinaron que los cerdos también pueden infectarse con
C.parvum zoonotico “genotipo bovino”, indicando que ellos pueden jugar un importante

papel como depdsitos de infeccion para los humanos y otros animales.

Los ooquistes de Cryptosporidium excretados por los perros son morfolégicamente
similares a los de C.parvum y ha sido por consiguiente asumido como zoonotico. Sin
embargo, la reciente evidencia genética sugiere que los perros albergan un tipo de
Cryptosporidium genéticamente distinto a los descubiertos en humanos (Xiao et al.,
1999).

Métodos rutinarios e ideales que apoyen el desarrollo cryptosporidial in vitro no esta
todavia disponible. Se esta necesitando métodos que permitan un desarrollo continuo
(como se realiza rutinariamente con el Toxoplasma spp.), con produccion eficaz de
ooquistes maduros, ooquistes infecciosos, y métodos del cryopreservaciéon que

permitirian las acciones duplicadas.

A pesar de las limitaciones en el en el cultivo del vitro de Cryptosporidium sp., los
meétodos actuales son utiles para evaluar la droga potencial de las terapias, métodos

de desinfeccidn para los ooquistes y la expresion del gen (Arrowood, 2002).

El C.suis se ha aislado de un paciente de VIH, aunque su potencial zoonotico es

incierto y requiere de un estudio extenso (Xiao et al., 2002).

Hamnes et al, 2006 sugirieron wuna posible asociacion entre especie
Cryptosporidium/genotipo y los sintomas clinicos, ya que la diarrea no fue observada

entre la manada que C. genotipo cerdo Il (GPII) fue identificada.

Por otro lado, Maddox-Hyttel et al., (2006) realizaron dos series de infecciones

experimentales para demostrar la infectividad de Cryptosporidium cerdo genotipo |
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(C.Suis) y C. parvum en cerdos, reportando que las infecciones causadas por C.suis no
causaron ningun sintoma clinico o muy leves sintomas clinicos, con respecto a los

causados por el C.parvum.

Por otra parte, Morgan et al., (1999) encontraron que estas dos especies estaban
asociadas a diarreas agudas en tres manadas de cerdos estudiadas, aunque la
asociacién con otros patdégenos muy conocidos lo hizo imposible determinar si

Cryptosporidium. era un patégeno primario o secundario.

Xiao et al., (2002) determinaron el C.parvum genotipo porcino en un paciente VIH
positivo basandose en un conteo de linfocitos T CD4+, en la historia clinica, no
existiendo  sintomas clinicos ni ocasionando severidad por la inmunosupresion.
Demostrando esto que la inmunosupresion no es necesaria para que exista la

presencia de C. parvum genotipo porcino en infecciones en humanos.

La dosis de infectividad del C.parvum es de aproximadamente de 10 ooquistes,
manteniendo la infectividad durante semanas, actuando como una fuente potencial de

infeccion (Olson et al., 1999).

Trotz et al., (2005) determinaron una asociacion significativa entre la diarrea y el
aumento de los niveles de excrecion de Cryptosporidium. El estudio revel6 una edad-
especificidad de Cryptosporidium en la manada de 16, 31 y 100% para las cerdas,

neonatos y cerditos destetados.

El genotipo del perro, ha sido identificado en pacientes con VIH en Estados Unidos, se
requiere estudios extensos para comprender la importancia en la salud publica del
genotipo del perro, asi como otros genotipos y especies, para hospederos

inmunocomprometidos (Current et al., 1983).

La infectividad de las cepas caninas en humanos inmunocompetentes no ha sido
demostrada, aunque se ha demostrado que los perros pueden infectarse
experimentalmente con ooquistes de origen humano. Se especula que los humanos

pueden adquirir la infeccién de forma natural de perros infectados.
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La transmision zoonotica de un perro fue sospechoso en un caso en que un estudiante
veterinario fue infectado por un perro, desarrollando diarreas agudas y fue identificado

ooquistes de Cryptosporidium en las heces (Greene et al., 1999).

Stanford (1987) detectd histolégicamente Cryptosporidium en las micro vellosidades
intestinales en un 5.3 % de las muestras investigadas (184/3 491), realizado a través
de un diagndstico rutinario entre 1981 y 1985. Los cerdos infectados provenian de 133
granjas y entre 6 y 12 semanas de edad. Este organismo fue encontrado en el yeyuno,
ileon, ciego y colon. Solamente el 26 % de las infecciones crytosporidiales en cerdos

provocaron diarreas

Se determiné 21 mono infecciones de Cryptosporidium genotipo Il cerdo (GPIl) y 15
infecciones mixtas de Cryptosporidium genotipo Il cerdo (GPIl) y C. suis fueron
encontrados en cebaderos de cerdos. Dos cerdas infectadas con C.parvum
subgenotipo 11aA16G1R1, la cual fue reportada por primera vez en cerdos (Martin et
al., 2009).

De todos ellos, el C.parvum es el mas importante especie zoonotica, el genotipo Il
cerdo (GPIl) y el genotipo mouse no habia sido reportado en humanos hasta ahora,
pero existe un numero pequefio de reportes de infecciones de C.suis y C. muris en
personas inmunocomprometidas (Xiao et al., 2002; Cama et al., 2006; Gatei et al.,
2006; Muthusamy et al., 2006).

Estudios realizados en el ganado han indicado que en terneros pre destetes la
infeccion predominante es con C.parvum, por cuanto en animales post destetes la

infeccion mayor es con genotipos no zoonoticos (Santin et al., 2004).

Langkjaer et al., (2007) en un estudio realizado en Dinamarca detect6 el PGIl en un 29
% de cerdos pre destetados y el C. suis en un 71 %, sin embargo, en cerdos pos
destetados la incidencia de PGlIl fue de un 76 % y el C. suis en un 24 %.En Espafa el
PGIl y el C. suis fueron identificados en un 38.5 % y un 61.5 % en animales post

destetados (Suarez-Luengas et al., 2007).

En Irlanda, C.suis tuvo mas prevalencia que el PGIl en animales post destetados

(48.3% contra 37.9% de genotipificacion de animales) (Zintl et al., 2007).

35



También se ha informado, que la coinfeccion de Cryptosporidium con rotavirus puede

provocar gran incidencia de diarrea llevando a la muerte (Enemark et al., 2003).

Tzipori & Ward ,2002 sugirieron que cuando coinciden los dos genotipos, el tipo 2
predomina invariablemente, desplazando al tipo 1 en un periodo corto de tiempo a nivel
del tracto intestinal, esto se ha observado en humanos y en cerdos pequenos .Este
predominio del tipo 2 en infecciones mixtas nos hace parecer que sea debido a
diferentes formas de desarrollo del ciclo de vida del parasito. Sin embargo la
proporcion de infeccion es diferente, mayor incidencia del tipo 2 con respecto al tipo 1

en las vellosidades de los cerditos (Akiyoshi et al., 2002)

La identificacion de poblaciones mixtas donde el tipo 1 coexiste con el tipo 2 es
minusculo (0.01 %) (Akiyoshi et al., 2002)

Totalmente los ooquistes esporulados del C.parvum bovino es morfolégicamente

idéntico a los ooquistes del C. suis (Ryan et al., 2004)

Sin embargo, en cerdos mayores la infeccion por Cryptosporidium se considera
asintomatica y los animales que se recuperan desarrollan resistencia ante futuras

infecciones (Holland, 1990).

La infeccion cryptosporidial de los enterocitos parecen estar vinculados a la infeccion
de circovirus porcino tipo 2 (PCV2) la cual ha sido asociada a una temprana y severa
reduccion de linfocitos CD 4 + en los ganglios linfaticos (Sarli et al., 2001) y sangre
periférica (Segale” et al., 2001) que podria ocasionar predisposicion a una infeccién

criptosporidial, como fue demostrado en humanos (Pozio et al., 1997)

La asociacién entre los eosinofilos e histiocitos infectados por el circovirus porcino tipo
2 (PCV2) podrian inducir a una deficiente funcion de la poblacion eosinofilica en su
funcién antiparasitaria (Roitt et al., 1998) resultando en un incremento a la sensibilidad

a las infecciones parasitarias.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue realizado en los laboratorios de Inmunologia y Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias y en el Laboratorio de Proteinas del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas,

provincia de Villa Clara.

El muestreo se realizé en seis unidades porcinas con antecedentes de trastornos
diarreicos en cerditos en las etapas de lactancia y después del destete, entre los meses

de mayoy junio del afio 2008.
Diseio Experimental

El método de muestreo utilizado fue en Etapas Multiples o Multinivel. Primeramente se
seleccionaron a través del método aleatorio simple las seis unidades porcinas a
muestrear. Posteriormente la seleccion de los animales se realiz6 por métodos no
probabilisticos tomando como criterio de seleccion la presencia de diarreas en los

mismos.
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En cada Unidad se procedi6 a la seleccion de una muestra de 15 animales diarreicos
de las categorias crias y precebas. Esta seleccion se realizé alternando el tamafio de la
muestra por categoria en cada unidad porcina, garantizando al final del muestreo 44
crias (hasta 26 dias de edad) y 46 precebas, (de 27 a 50 dias de edad) para un tamafo
de muestra de 90 animales. El tamafio de la muestra se calculd segun Pfeiffer (2002)

para poblaciones infinitas y con un nivel de precisién de 99%.
Caracteristicas de las muestras

Los 90 cerditos en estudio mostraron cuadros enteropaticos. Los sintomas consistian
fundamentalmente en diarrea acuosa, espumosa, amarillenta y en algunos casos,

grisacea y viscosa, no observandose signos hemorragicos leves ni agudos.

El grupo de cerdos fue clasificado en dos categorias (crias o precebas), teniendo en
cuenta sus edades. Como crias se consideraron los cerditos con edades comprendidas
entre 0 y 25 dias de nacidos y como precebas aquellos cuyas edades se encontraban

entre 26 y 50 dias de nacidos.

Los animales objeto de estudio se encontraban en condiciones zootécnicas,
medioambientales y nutricionales semejantes, propias de su categoria y unidad.

Ninguno de estos habia sido tratado con antibidticos.

La distribucién del numero total de muestras por unidades y categorias se muestra en

la tabla que aparece a continuacion.

Tabla No. 4: Distribucion de las muestras seleccionadas por unidades y categorias.

Unidad | Identificacion |  ©71@S Preceba Total
(0-25 dias) | (26-50 dias)
Salamina Il A 9 6 15
Calabazar B 6 9 15
Charco hondo C 7 8 15
Negrito D 8 7 15
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Remate E 7 8 15

Cordobanal F 7 8 15

Total 44 46 90

Obtencion y procesamiento de las muestras

La muestra se obtuvo por el método de coleccion directa de heces fecales.
Estas muestras fueron transportadas al laboratorio en adecuada refrigeracion.
Diagnéstico de Cryptosporidium parvum.

Cryptosporidium parvum fue investigado en las muestras fecales usando un Kkit

comercial de ELISA indirecto de la firma Bio-X Diagnostics, Bélgica (codigo: Bio K 070).

Este kit ELISA contiene microplacas de 96 pocillos con las filas A, C, E y G
sensibilizadas con anticuerpos monoclonales que asegura la captura de oocistos a
partir de la muestra en la que se encuentran (materias fecales). Las otras filas de estas
microplacas (B, D, F y H) fueron sensibilizadas con anticuerpos policlonales no
especificos (negativo) del protozoario. En el kit los anticuerpos monoclonales y

policlonales se encontraban conjugados con la enzima peroxidasa.
Procedimiento
Para el desarrollo de esta técnica se procede de la forma siguiente:

Se diluy6é la muestra (v/v) en un buffer de dilucién. Posteriormente se afadieron
alicuotas de 100 pL de la muestra diluida en los pozos de la placa de ELISA
comenzando por la segunda columna, la primera es usada para el antigeno control, y
se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido este periodo las
placas fueron lavadas tres veces con el buffer de lavado, evitando la formacion de

burbujas en los pocillos de la placa.

Se anadieron 100 pL del conjugado (un anticuerpo monoclonal especifico de los
oocistos de CP unido a la peroxidasa) diluido a cada pocillo y se incubd a temperatura

ambiente por 60 minutos. Posteriormente las placas fueron lavadas nuevamente y se le
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afadieron 100 uL de solucién indicadora (mezcla del cromdégeno y el sustrato) por cada

pocillo.

Se incubd durante 10 minutos a 21°C +/-3°C al abrigo de la luz. Este periodo de tiempo

se dio a titulo indicativo, puesto que en algunos casos se podra alargar o acortar.
Se distribuyd la solucién de interrupcion a razén de 50 pl por pocillo.

Las densidades o6pticas se midieron con un espectrofotdmetro para placas utilizando
un filtro de 450 nm. Los resultados se registraron lo antes posible tras la aplicacién de
la solucion de interrupcién. En los resultados de lecturas elevadas el cromdgeno puede

cristalizar y mostrar medidas erréneas.

Si el protozoario esta presente en la muestra, el conjugado permanece fijo en su cupula
que contiene el antigeno y la enzima cataliza la transformacion del cromédgeno incoloro
en un producto azul. La intensidad de la coloracion es proporcional al contenido en
oocistos de la muestra. La sefal registrada en la cupula negativa sensibilizada con el
anticuerpo monoclonal patron se resta de la sefial de la cupula positiva sensibilizada
con el anticuerpo monoclonal especifico del parasito. Con el antigeno de control del kit

se pudo establecer la validez de los resultados obtenidos.
Interpretacion de los resultados.

Finalmente se leyd la densidad 6ptica (DO) a 450 nm de cada pocillo, usando un lector

de microplacas Modelo: Opsys MR (ThermoLabSystems).

Para cada muestra se calculé la DO neta deduciendo de cada resultado obtenido la del

control negativo correspondiente.
Igual procedimiento se siguié con el antigeno positivo de control.

El test sélo pudo ser validado si el antigeno positivo de control presentaba una
diferencia de DO en diez minutos superior a los valores indicados en el control de

calidad anexo.

El limite de positividad del antigeno fue de 0,150. Las muestras que expresaron una
diferencia de DO superior o igual a 0,150 se consideraron positivas. Por el contrario, las

muestras que dieron una diferencia de DO inferior a 0,150 se consideraron negativas.
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Los valores de DO para cada una de las muestras se calcularon substrayendo al valor
obtenido en los pocillos con anticuerpos especificos para cada una de las toxinas (filas
A, C, E y G), el correspondiente control negativo o el valor obtenido en los pocillos con

anticuerpos no especificos (filas B, D, F y H).
Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron procesados con el empleo del paquete estadistico:
ESTATISTICA Version 8.0 (Stat Soft, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Positividad del Kit ELISA en la determinaciéon de Cryptosporidium parvum.

Los valores que informan exactamente el resultado de |la prueba son los de la Densidad
Optica (DO), brindados por la lectura del equipo Opsys Reader a la longitud de onda de
405 nm, ejemplos de esta lectura son las imagenes 1y 2.

Imagen 1: Matriz de DO de un ELISA para Cryptosporidium parvum (Placa 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,078 0,139 0,091 0,078 0,079 0,072 0,144 0,066 0,070 0,089 0,126 2,450

0,066 0,065 0,076 0,119 0,062 0,054 0,089 0,059 0,055 0,064 0,102 0,061

0,141 1,306 0,087 0,070 0,176 1,124 0,105 0,097 0,492 0,083 0,063 2,372

0,107 0,490 0,075 0,054 0,117 1,000 0,073 0,066 0,063 0,083 0,053 0,058

0,209 0,065 0,351 0,073 0,064 0,086 0,067 0,186 0,081 0,054 0,092 0,102

0,177 0,056 0,261 0,065 0,052 0,063 0,054 0,144 0,057 0,050 0,079 0,093

0,071 0,128 0,182 0,079 0,300 0,062 0,107 0,126 0,213 0,114 0,096 0,070

ITlOo|m|m|OoO|lo|w|>

0,079 0,065 0,064 0,075 0,105 0,050 0,091 0,106 0,276 0,086 0,086 0,058
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1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.02 0.074 0.015 0.041 0.017 0.018 0.055 0.007 0.015 0.025 0.024 2.389
CD 004 0.816 0,012 0,016 0,059 0,124 0,032 0,031 0,429 0,019 0,01 2,314
IE: 0.032 0.009 0,09 0,008 0,012 0,023 0,013 0,042 0,021 0,004 0,013 0,009
E 0.08 0.063 0,118 0,004 0,405 0,012 0,016 0,02 0,063 0,028 0,01 0,012

Imagen 2: Matriz de DO de un ELISA para Cryptosporidium parvum (Placa 2)

1 2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0,083 0,061

0,136

0,491

0,099

1,169

0,206

0,174

0,089

0,126

0,155

2,666

0,081 0,055

0,102

0,117

0,064

0,093

0,091

0,131

0,074

0,087

0,104

0,070

0,202 0,225

0,091

0,839

0,106

0,099

0,080

0,066

0,534

0,150

0,125

2,755

0,116 0,175

0,095

0,492

0,093

0,082

0,071

0,051

0,233

0,104

0,065

0,062

0,127 0,116

0,118

0,070

0,097

0,112

0,275

0,060

0,232

0,062

0,122

0,075

0,057 0,086

0,090

0,058

0,084

0,110

0,054

0,053

0,058

0,054

0,095

0,064

1,225 0,138

0,059

0,092

0,169

0,110

0,130

0,070

0,161

0,097

0,126

0,070

T|IOoO|mIm|jO|lo|w|>

1,222 0,065

0,052

0,078

0,143

0,095

0,123

0,080

0,154

0,115

0,068

0,062

Para la interpretacion de los resultados, las muestras que dieron una diferencia de DO

superior o igual a 0,150 se consideraron positivas (Grafico 1). Por el contrario, las

muestras que dieron una diferencia de densidad éptica inferior a 0,150 se consideraron

negativas (Tabla 1y 2).

Tabla 1: Determinacién del limite de positividad del antigeno (Placa 1)

Tabla 2: Determinacion del limite de positividad del antigeno (Placa 2).

; 0b7 033 o&8 0ds8 0312 0602 0221 087 0174 oBs obb7 oW1

g 0002 0006 0034 0374 0017 1076 0,15

0,043 0,015 0,039 0,051 2,596

D

0,086 0,05 0,004 0,347 0,059 0,017 0,009 0,015 0,301 0,046 0,06

2,693
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Se obtuvieron un total general de 9 determinaciones positivas para el parasito
C.parvum (ver grafico 1). De ellas, 3 (6.8%) pertenecieron a muestras tomadas de
cerditos que se encontraban entre los 0 y 25 dias de nacidos (crias) y las otras 6
(13.04%) pertenecieron a muestras de cerditos que se encontraban entre los 26 y 50

dias (precebas) (Tabla 3).

La mayoria de los estudios, reportan un prevalencia superior en animales pre destetado
a los post destetados (Quilez et al., 1996; Ryan et al., 2003; Maddox-Hyttel et al., 2006;
Vitovec et al., 2006; Johnson et al., 2008; Martin Kvac et al., 2009).

Grafico 1: Distribucién general de valores de DO para Cryptosporidium parvum.
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El analisis estadistico ilustra que no existen diferencias significativas entre las dos

categorias estudiadas (crias y precebas) segun se observa en el grafico 2. Con un
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estudio similar realizado por Chen y Huang (2007), que no encontré diferencias

estadisticas entre estos grupos (21%:23%; P > 0.05).

Un resultado similar es reportado por Ran Yu et al., (2004), donde la incidencia de

Cryptosporidium parvum fue de 10.5 %.

Coincidiendo con Johnson et al., (2008), que encontraron una prevalencia de 22.1 %
para Cryptosporidium. Reportandose una mayor incidencia en animales post destetes,
32.7 % (51/156) contra 10.6 %(13/126) para animales pre destete.

Estudios realizados a nivel mundial muestran diferentes niveles de prevalencia como
1.4% en Alemania (Wieler et al., 2001), 2.1% en Cuba (Cabrera y Garcia, 1985), 5.3%
en los Estados Unidos (Sandford, 1987), 10.5% en Corea Sur (Yu y Seo, 2004), 22.1%
en Australia (Johnson et.al, 2008), 21.9% en Espana (Quilez et al., 1996) y 33.2% en

Japon (Izumiyama et al., 2001).

Sandford en 1987 determiné en un lote de 48 cerdos diarreicos positivos a C. parvum
que 20 de los mismos eran positivos a colibacillosis, coccidiosis, salmonelosis,
disenteria del cerdo o adenovirus, este resultado demostré que C. parvum no era la
unica causa de diarrea en algunos de los casos evaluados y puede coincidir con otros
agentes induciendo o exacerbando las manifestaciones clinicas, haciendo pensar en

una posibilidad fuerte de infeccién subclinica.

Enemark et al., 2003 encontraron que una infeccibn mixta de Rotavirus y

Cryptosporidium puede ocasionar una mayor incidencia de diarrea.

Tabla 3: Total de muestras positivas a Cryptosporidium parvum por categorias

y por unidades investigadas.

Cantidad %
UNIDADES
Crias Precebas Crias Precebas
A 1 1 11,1 16,6
B 1 1 16,6 11,1
c - - - -
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D - 2 - 28,57

E 1 - 12,5 -
F - 2 - 25
Total por Categorias 3 6 6.8 13.04
Total General 9 10

No obstante, la determinacion del C.parvum por un método con un nivel mas alto de
sensibilidad y especificidad diagndstica nos permite comparar estos resultados con los
obtenidos por Suarez —Luengas et al., 2007, que determinaron la presencia de
Cryptosporidium en el 30.7 % de los cerdos destetados, en cerdos de ceba (11.9 %) y
16 % en cerdas, no detectandose diarreas en ninguno de los cerdos investigados a

diferencia de nuestros resultados en el que todos los cerdos presentaban diarrea.

Por otro lado, Quilez et al., (1996), Ryan et al., (2003), Guselle et al., (2003) y Vitovec
et al., (2006) no encontraron asociacion con infeccion de Cryptosporidium en cerdos

con diarrea.

Grafico 2: Distribucion del total de muestras obtenidas positivas estudiadas,

en relacion a las categorias de los animales.
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Resultando un 10 % de positividad en ambas categorias estudiadas, lo que conlleva en
muchas ocasiones a la aparicion de sintomas clinicos y hasta la muerte (Manual Merck
de Medicina Veterinaria, 2000). Esto se debe al bajo nivel inmunitario de los cerditos en
las primeras semanas de vida, lo que los lleva a presentar en ocasiones sintomas
clinicos incluso con infestaciones leves, ademas, a esta edad los animales no han

estado expuestos anteriormente a cargas parasitarias para crear resistencia.

lzumiyama et al. (2001) reportaron que los cerditos destetados son mas propensos a
presentar cryptosporidiosis que los cerdos mas viejos, excretando mas ooquistes. Los
cerditos destetados son considerados depositos importantes C. parvum, contaminando

el agua de bebida.

No coincidiendo nuestros resultados con Quiles et al., (1996) donde encontraron una
prevalencia en cerdos destetados que no presentaban diarrea de 64.7 % y de 46.7 %
en cerdos con diarrea y en cerdos de ceba que no presentaban diarrea un 34.3 % y en
cerdos con diarrea un 33.3 %, ya que todos nuestros animales investigados

presentaban diarrea.

Por otro lado, Chen y Huang (2007) encontraron una asociacién positiva entre el
positividad del ooquiste y la presencia de diarrea, la prevalencia no resulto con

diferencia significativa entre categorias pre destetes y post destetes.

Hamnes et al., (2007) informaron un predominio significativamente superior de diarrea

entre las camadas que habian resultado positivas a Cryptosporidium.

En Serbia, MiSic et al., 2003 determinaron que en cerdos lactantes que presentaban
diarrea resultaron positivos a Cryptosporidium, sin embargo, en cerdos post destetes y

adultos, la infeccidon se desarrolla asintomatica.

En México, Nevarez et al., (1997) implicaron a Cryptosporidium como la causa
infecciosa de enteritis en tres cerdos destetados de 10 semanas de edad en un lote de
cerdos con malas condiciones de higiene y que habian sido sometidos a varios

tratamientos con antibiéticos.
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Como los referidos por Sandford (1987), Izumiyama et al., (2001) y Ryan et. al.,
(2003), reportando mayor incidencia d e positividad a Cryptosporidium en el periodo

post destete.

Corroboraciéon de la presencia de Cryptosporidium parvum en las diferentes

unidades.

La determinacién de Cryptosporidium parvum en muestras biolégicas de heces
fecales de los cerditos muestreados, demostré la presencia de Cryptosporidium
parvum en el 83.3% de las unidades investigadas (Ver Grafico 3y 4). Este resultado
supera un estudio realizado por Reinoso & Becares (2008), quienes reportan un 53
% de positividad de las unidades investigadas.Por otro lado, Quiles et al., 1996
corroboraron la presencia de Cryptosporidium parvum en 21(77.8%) de las 27
unidades porcinas analizadas en Aragon Espafa. Entre las seis unidades investigadas
se aprecian diferencias significativas (p£0.001) en cuanto a la presencia del C.parvum en

las mismas, donde se observa que la proporcion de muestras positivas fue cinco veces

mayor (Ver Grafico 4).

Grafico 3: Prevalencia del Cryptosporidium parvum por unidades.
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Resultado que pudiera atribuirse a la individualidad asi como a las condiciones de

bioseguridad, y de la situacion zoosanitaria en las categorias de cerdos susceptibles en cada
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una de las instalaciones. Las causas fundamentales que originan una situacién epizodtica
desfavorable, y que contribuyen a favorecer la propagacion de la enfermedad, son, la
contaminacion del agua de bebida, la mala calidad sanitaria de los alimentos, inestabilidad en
el suministro de piensos, bajo peso corporal d ellas crias en el momento del destete y
deficientes condiciones higiénicas sanitarias. Considerando como un aspecto esencial, la
carencia de productos desinfectantes para los procesos de habilitacion sanitaria en las

instalaciones destinadas a la maternidad.

Donde wuna alimentacion adecuada puede tardar la aparicion de C.parvum hasta
después del destete .Posiblemente factores de inmunidad innata y adquiridos por la
madre a través de la leche pueden proteger los cerditos lactantes de la infeccion
(Olson et al., 2003).

Por otra parte, la posible inadecuada desactivacién de cadaveres y la contaminacion de fuentes
de abasto de agua de bebida favorecen la supervivencia de los microorganismos en las fuentes
de infecciébn primarias y facilitan la transmision horizontal en la poblacion de cerdos
susceptibles en el interior d elas granjas afectadas, lo cual favorece la propagaciéon a otras
unidades con vinculos dentro del territorio, especialmente aquellas con una alta poblacién de

cerdos.

Grafico 4 Distribucion del total de unidades positivas.

UNIDADES PORCINAS MUESTREADAS A
Cryptosporidium parvum

Unidades negativas
(16,67%)

Unidades positivas
(83,33 %)
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Existen autores que asocian la presencia de Cryptosporidium con las diarreas ,como
los reportados en Serbia, donde los casos en crias que fueron confirmados como
positivo a Cryptosporidium presentaban diarreas, no comportandose de esta manera

los cerdos post destetados y adultos (MiSic™ et al., 2003).

Otros autores, como Johnson en el 2008 determinaron la presencia de C. suis y el

PGII en cerdos post destetes y sus heces eran normales y tenian buena salud.

Es preciso destacar la importancia zoonoética de este parasito, ya que se transmite al
hombre; cursan con diarrea, deshidratacion y hasta la muerte a personas
inmunodeprimidas, fundamentalmente aquellas que padecen el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Maggi et al., 2000); de ahi la importancia de

controlar esas entidades.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y a la literatura consultada inferimos las

siguientes conclusiones:

1.

Se demostro la presencia de Cryptosporidium parvum en 5 de las 6 unidades donde se

realizaron los muestreos.

. Existe una mayor infestacion en la categoria “preceba” que en la categoria “crias”, no

encontrandose diferencia significativa.
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RECOMENDACIONES

1.

Estudiar la posible influencia del C.parvum con la coexistencia con otros

patdgenos entéricos que puedan ocasionar diarrea.

Utilizacién del kit comercial de ELISA indirecto como método diagnéstico para
la determinacion de C.parvum por su mayor sensibilidad y especificidad

diagndstica frente a los métodos convencionales hasta ahora utilizados.

Profundizar en los planes de capacitacion y superacion de todo el personal del
sector, en los aspectos tecnologicos del proceso productivo, haciéndose
también hincapié en las cuestiones inherentes al trabajo higiénico sanitario en

las unidades.
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