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Prevalencia de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp en granjas de
animales domésticos en el estado de México
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1. RESUMEN

Los protozoarios Giardia intestinalis (Sinénimos: G. duodenalis y G. lamblia) y
Cryptosporidium spp se encuentran en una amplia gama de hospederos mamiferos,
producen diarrea y mala absorcion intestinal. A nivel mundial la prevalencia de la
giardiosis en animales de granja es del 1.5 al 84% y de Cryptosporidium es del 1.0%
hasta el 100%. En México hay escasos reportes de estas parasitosis en animales de
granja, por tal motivo es necesario saber como esta la prevalencia de estas parasitosis en
explotaciones de nuestro pais. El objetivo de este estudio fue identificar parésitos con
potencial zoonotico (Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp) en granjas del estado
de México. Se realiz6 un muestreo representativo, para la toma de muestras de bovinos
de Cuautitlan (39), porcinos de Xonacatlan y Coatlan (148) y ovinos de Magu (50) de
cuatro granjas de animales domésticos ubicadas en el estado de México, las muestras de
heces se obtuvieron del recto. Para el diagndstico de Giardia se realizaron los
coproparasitoscopicos (CPS) directo fresco y concentracion flotacion (Faust). Las
muestras positivas se procesaron para la genotipificacion de Giardia mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para el diagndstico de Cryptosporidium se
realizd la tincion de Zielh-Neelsen modificada. La prevalencia de Giardia en ovinos
fue del 18%. Las dos muestras que se pudieron genotipificar correspondieron al
ensamble “E” (caracteristico de animales de granja). La prevalencia de Cryptosporidium
en bovinos fue de 74.4%, porcinos 0.68% Yy ovinos 8.0%, con una prevalencia global de
14.3% (34/237). El resultado de este trabajo es interesante porque mostrd que los
bovinos, porcinos y ovinos son potencialmente portadores y diseminadores de la
criptosporidiosis.  Los ovinos son portadores de Giardia, ensamble “E”, y son
potencialmente diseminadores de esta parasitosis en animales de granja. Es necesario
hacer més estudios con un tamafio de muestra mayor y realizar la genotipificacion para

determinar el grado de zooantropozoonosis de estas parasitosis.
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2. INTRODUCCION

En la actualidad se sabe que hay més organismos parasitos que no parasitos, ya que esta
modalidad de asociacion en los seres vivos es una de las mas exitosas. Es importante
sefialar que algunas parasitosis transmitidas por el suelo o fecalismo no solo se
presentan en climas calidos, sino también en zonas templadas y frias.

Generalmente en los paises en desarrollo es en donde las parasitosis se presentan con
mayor frecuencia, viéndose favorecidas por las malas condiciones socio-econémicas y
culturales de la poblacion, ademés de malos habitos higiénicos y alimenticios (Tay et
al., 2002).

La giardiosis es una parasitosis reemergente que ha existido desde hace siglos, pero, en
ultimas fechas se ha incrementado su incidencia y su rango de accion geografica. La
criptosporidiosis es una parasitosis emergente que inicialmente se documentd en
animales y después del advenimiento del sindrome de inmunodeficiencia humana

(SIDA) se incrementaron los casos en humanos.

2.1 GIARDIOSIS
2.1.1 Taxonomia
De acuerdo a la descripcion de Cavalier-Smith, 1998, a Giardia se le ubica en el

subreino Archeozoa, porque es un microorganismo eucarionte amitocondriado.

Imperio: Eucariota
Reino: Protozoa
Subreino: Archeozoa (Sarcomastigophora)
Phylum: Metamonada (Mastigophora)
Subphylum: Eopharyngia
Clase: Trepomonadea
Orden: Diplomonadida
Suborden: Diplomonadina
Género: Giardia
Especie: G. intestinalis
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2.1.2 Historia

Anton van Leeuwenhoek, en 1681, fue el primero en observar con su microscopio,
trofozoitos de Giardia, analizando sus propias heces diarreicas. Sus observaciones
fueron recreadas por el microbiélogo britanico Brian J. Ford, utilizando unos objetivos
microscopicos semejantes a los de Leeuwenhoek y mostr6 asi lo que Leeuwenhoek
pudo ver en su momento “Giardia a través de un microscopio primitivo”. En 1859 fue
descrito y nombrado Cercomonas intestinalis por Lambl P., investigador checo que
redescubrié a Giardia 200 afios después de Leewenhoeck. Pero fue hasta 1882 que
Kunster asigno la denominacion de Giardia para este protozoo flagelado de hospederos
humanos. Maés tarde Alexeif sefialé que la especie encontrada en el hombre pertenecia a
este género. Blanchard, en 1888, sugiri6 el género Lamblia para honrar a Lambl. En
1915, el parasito fue finalmente denominado Giardia en honor al profesor A. Giard en
Paris. Atendiendo al criterio de prioridad, en ese mismo afio Stiles propuso la
unificacion de la terminologia con designacion binomial de Giardia lamblia (G.

duodenalis o G. intestinalis) (Huang et al., 2006; Taylor et al., 2007).

2.1.3 Morfologia

Filice desde 1952, basado en criterios morfologicos describid tres especies: G. agilis
que se encuentra en los anfibios, es piriforme, més largo que ancho, mide de 20-30 pm
por 4-5 pum, con dos cuerpos medios semejantes a gotas de agua. G. muris que se
presenta en murinos y aves pequefias, es casi redonda y mide de 9-12p por 5-7 pm, con
dos cuerpos medios ovales y G. duodenalis que parasita humanos y otros mamiferos, es
piriforme, mide 10-12 um de largo por 5-7 um de ancho y 1-2 um de grosor y tiene un
cuerpo medio en forma de ufia de martillo. Posteriormente, se describieron dos especies
en aves: G. ardea que presenta un solo flagelo caudal y una forma variable del cuerpo
medio y G. psitacci la cual carece del flanco ventrolateral. También se describié a G.
microti que se encuentra en roedores, los quistes presentan dos trofozoitos y la
secuencia del RNA ribosomal es diferente al del grupo morfolégico de G. intestinalis.
Tabla 1 (Ponce et al., 2008; Monis et al., 2003; Olson et al., 2004; Thompson et al.,
2008).
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Tabla 1. Diferentes especies de Giardia y sus hospederos.

Géneroy especie Hospedero

G. Intestinalis Mamiferos incluido el hombre
(G. lamblia, G. duodenalis)

G. muris Ratones

G.agilis Ranas

G. ardae Garzas e ibis

G. psitacci Periquitos

G. microti Rat6n de campo y rata almizclera

En la naturaleza existen dos estadios: el trofozoito que es la fase vegetativa o trofica y el
quiste que es la fase de resistencia y transmision (Appelbee et al., 2003; Ibarra et al.,
2009; Jonhson et al., 2008; Olson et al., 2004; Quiroz, 2002; Soulsby et al., 1987;
Taylor, 2007).

Los trofozoitos son piriformes o elipsoidales, tienen simetria bilateral, miden de 10-
20um de largo y de 5-15um de ancho. La region dorsal es convexa y la ventral es
concava, en ésta se encuentra el disco suctor, que funciona de manera semejante a una
ventosa; poseen dos nucleos, nucléolo, un cuerpo medio y cuatro pares de flagelos.
Figura 1 (Huang et al., 2006; Jiménez et al., 2008; Ortega et al., 2008).

Los quistes son elipsoidales, miden de 8-12 um de largo y 7-10 um de ancho. El
citoplasma es granular, fino, tienen de 2 a 4 nucleos y restos del disco suctor. La pared
es transparente y su porcion externa presenta una estructura fibrilar que contiene

polisacaridos que recubren al quiste. Figura 1 (Huang et al., 2006; Ortega et al., 2008).

Figura 1. Esquema de un trofozoito y un quiste de Giardia intestinalis.
Modificado de Ortega et al., 2008.
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2.1.4 Epidemiologia
G. intestinalis coloniza el intestino delgado de una gran cantidad de mamiferos y

clinicamente se caracteriza porque produce diarrea y sindrome de mala absorcion.

Esta parasitosis se encuentra en el hombre, animales de compafiia (caninos y felinos),
animales de granja (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y equinos) y animales silvestres
(roedores como los castores). Tabla 2 (Appelbee et al., 2003; Geurden et al., 2008;
Ibarra et al, 2009; Itagaki et al., 2005; Jonhson et al., 2008; McCarthy et al., 2007;
Monis et al., 2003; Soulsby, 1987; Taylor, 2007).

Tabla 2. Prevalencia de G. intestinalis en bovinos, porcinos y ovinos.

Pais Hospedero  Prevalencia (%) N Autor

Georgia Bovinos 14-83 Feng et al., 2008
Australia Bovinos 8.7 39/445 McCarthy et al., 2008
Dinamarca Becerros 19-89 501/1150 Maddox et al., 2006
Canada Bovinos 7-60 168/495 Appelbee et al., 2003
Australia Bovinos 58 O"Handley et al., 2000
Noruega Ovinos 23-31 126-170/550 Robertson et al., 2010
Bélgica Ovinos 255 35/137 Geurden et al., 2008
Italia Ovinos 17.6 Annunziata et al., 2005
Australia Ovinos 8.7 Ryan et al., 2005
Noruega Lechones 1.5 10/684 Sofie et al., 2007
Dinamarca Porcinos 18-84 215/1237 Maddox et al., 2006

La giardiosis es muy importante en los animales de granja, ya que se ha documentado
que en corderos y becerros reduce la tasa de ganancia de peso, afecta la conversion
alimenticia y disminuye el peso en canal; produciendo pérdidas econdmicas para los
productores (Bomfim et al., 2005; Maddox et al., 2006; Olson et al., 2004; Thompson
et al., 2008).

Por otro lado, debido a que los trofozoitos y quistes del grupo morfoldgico G.
intestinalis que se obtienen del hombre y del ganado tienen la misma morfologia, se han
utilizado técnicas de biologia molecular para poder diferenciarlos. Mediante
amplificacion del gen de la glutamato deshidrogenasa (gdh) por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y el anélisis de los polimorfismos de los fragmentos
de restriccion (RFLP) se han descrito siete genotipos o ensambles. Debido que los
ensambles “A” y “B” se encuentran en el humanos y otros mamiferos se les considera
potencialmente zoondticos (ltagaki et al., 2005; Ponce et al., 2005). Los ensambles “C-

G” son especie-especificos (Olson et al., 2004; Read et al., 2004).
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Tabla 3. Genotipos de Giardia intestinalis en los diferentes hospederos.
Genotipos Hospedero
Ensamble A (zoon6tico) Humanos, primates, caninos, felinos, ganado,
roedores, mamiferossilvestres
Ensamble B (zoon6tico) Humanos, primates, caninos, equinosy ganado

Ensamble C Caninos

Ensamble D Caninos

Ensamble E Ganado (artiodactilos)
Ensamble F Felinos

Ensamble G Roedores

Tabla 4. Prevalencia de los ensambles de Giardia intestinalis en bovinos, porcinos y ovinos.

Pais Especie A E Autor
N (%) N (%)
EU Bovinos 2000 (2-7) 2000 (28-45) Xiao et al., 2008

Australia  Bovinos 12/36 (30.7)  24/36 (61)  McCarthy et al., 2008
Canada Bovinos  1/42 (2.3) 41/42 (97.6)  Appelbee et al., 2003
Noruega Ovinos  1/550 (0.18) 41/550 (7.45) Robertson et al., 2010
Bélgica Ovinos  2/137(1.46) 6/137 (4.38) Geurden et al., 2008
Maryland  Ovinos 4/31 (12.9)  Santinetal., 2007
Italia Ovinos  5/450 (1.11) Annunziata et al., 2005

2.1.5 Importancia zoonética de la giardiosis

Actualmente se considera una antropozoonosis. La giardiosis es frecuente y estd muy
extendida en animales domésticos, por lo que la transmision a partir de animales
domeésticos infectados puede ser de considerable importancia.

En México la giardiosis es una de las infecciones en humanos con la mas alta
prevalencia. Las tasas de morbilidad presentan un comportamiento homogéneo a través
de los afios, con tasa >200 casos/100,000 habitantes, con picos maximos en grupos

menores de 5 afios (Garcia et al., 2009; Ibarra et al, 2009).

2.1.6 Mecanismos de infeccion

El mecanismo de infeccion es por fecalismo. Principalmente se transmite por via
hidrica, ingestién de alimentos contaminados, contacto directo y por transmisores
mecéanicos (Musca domestica, Periplaneta americana). La infeccion se puede adquirir
con la ingestion de por lo menos 10 quistes (De la parte et al., 2005; Huang et al., 2006;
Keulen et al., 2002).

2.1.7 Ciclo biolégico
El periodo de prepatencia es de 7 a 14 dias (Huang et al., 2006). Después de la ingestion

de los quistes, el pH éacido del estomago y el pH alcalino de duodeno inducen el
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desenquistamiento, el trofozoito inicia la salida e inmediatamente se divide
asexualmente por fision binaria longitudinal. Los trofozoitos colonizan el intestino
delgado, fundamentalmente el duodeno y yeyuno, se adhieren a las microvellosidades
por medio del disco ventral; las sales biliares y el colesterol favorecen su crecimiento.
Cuando las condiciones son adversas, por ejemplo la disminucion del colesterol, los
trofozoitos se enquistan; pierden los flagelos y se rodean de una pared quistica que
protege al parasito para sobrevivir fuera del intestino del hospedero. Los quistes que
salen con la materia fecal ya son infectantes. El ciclo de vida se completa cuando un
nuevo hospedero los ingiere (Alonso et al., 2009; Becerril et al., 2004; Huang et al.,
2006; Ibarra et al., 2009). Figura 2.

Desenquistamiento
Trofozoito en epitelio

Adhesion al epitelio

Ingestion Trofozoito en
divisién
Reproduccion
g ’j Trofozoito asexual
" Adherido al
epitelio

Figura 2. Esquema del ciclo biolégico de Giardia (Ortega et al., 2008).
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2.1.8 Mecanismos patogénicos

Se han descrito varios mecanismos mediante los cuales Giardia produce dafio al
hospedero. Los quistes al ser ingeridos liberan los trofozoitos, que se multiplican y
colonizan el intestino delgado. Los trofozoitos se adhieren a los enterocitos mediante el
disco suctor, por la presion negativa ejercida por los flagelos ventrales. En la adhesion
también participan sus proteinas contréctiles: giardinas, actina, miosina, tropomiosina,
vinculina y lectina; la interaccion de la lectina con los receptores de manosa puede
producir lisis celular, aumento del indice mitdtico y aplanamiento de las
microvellosidades (Farthing et al., 1986; Feely et al., 1982; Geurden et al., 2010).

Algunas enzimas como las sulfatasas, fosfatasa acida, hidrolasas, cisteinproteinasas
atacan a las glucoproteinas de los enterocitos, con pérdida parcial de las
microvellosidades. Los enterocitos inmaduros no producen enzimas o su actividad se
reduce, entre estas encontramos: lipasa, proteasas y disacaridasas como la lactasa,

maltasa y sucrasa (Geurden et al., 2010; Ortega et al., 2009).

La atrofia de las vellosidades puede ser inducida por una toxina de Giardia (Ponce et
al., 2008; Farthing, 1997; Katelaris et al., 1992; Parenti et al., 1989).

Cuando las condiciones para el crecimiento de los trofozoitos son Optimas, se
multiplican de forma acelerada. El dafio epitelial produce cambios estructurales y
funcionales, de tal forma que los enterocitos inmaduros reemplazan a los enterocitos
dafiados y su produccién enzimética es defectuosa: la secrecion de la ATP-asa, que sirve
de apoyo para la bomba de sodio y potasio (Na'/K®) se encuentra disminuida, las
enzimas celulares como la isocitrato deshidrogenasa produce una disminucion en la
produccion de ATP. Como consecuencia existe malabsorcion de glucosa, sodio y agua
(Ortega et al., 2009).

Giardia no produce de novo los nutrientes y los toma del medio. Compite con el
hospedero por colesterol y sales biliares lo que afecta la emulsion de las grasas, altera
la formacion de micelas y produce mala absorcion de las grasas con la consecuente
diarrea. Todos los procesos anteriores contribuyen a la perdida de epitelio superficial

produciendo mala absorcion y diarrea.

10
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Compite por micronutrientes como el zinc y hierro y puede privar de estos

micronutrimentos al hospedero.

Consume aminoacidos como la arginina. Esta es necesaria para la produccion de 6xido
nitrico por el hospedero, ya que le sirve para atacar a los agentes patdgenos (Eckmann et
al., 2000).

Las proteinas variables de superficie (VSP) de los trofozoitos son ricas en cisteina, la
unién de dos moléculas de cisteina produce puentes disulfuro que le proporciona
resistencia estructural a la membrana y de esta manera se protege de los radicales libres.
Ademas, estas proteinas (VSP) le brindan proteccion contra la respuesta inmune del
hospedero (Becerril et al., 2004; Bruderer et al., 1993; Buret et al., 2002; Eckmann et
al., 2003; Narcisi et al, 1994; Nash et al., 1993; Radostits et al., 2002).

2.1.9 Cuadro clinico

Esta parasitosis en los animales puede ser asintomatica o sintomatica. La mayoria de los
animales infectados cursan asintométicos (lbarra et al., 2009; Ponce et al., 2005; Sofie
et al., 2007; Thompson et al., 2008). Forma aguda: alrededor del 40% presenta diarrea
aguda, vomito, dolor abdominal, alteracidn en la conversion alimenticia, disminucion de
peso en canal, con las consecuentes pérdidas econdémicas para los productores. Forma
cronica: diarrea recurrente que puede ser de color gris y sindrome de mala absorcion,
los animales quedan como portadores. La condicion inmune representa un factor de
riesgo para adquirir la infeccion, es mas frecuente en animales jovenes (Geurden et al.,
2008; Ibarra et al., 2009).

En el hombre y la poblacion infantil presenta el sindrome de mala absorcion, dolor
abdominal transprandial, diarrea, esteatorrea, estrefiimiento, pérdida de peso y déficit

cognitivo (Huang et al., 2006; Ponce et al., 2005).

2.1.10 Diagnostico
Para el diagnéstico etiologico se realizan: (Huang et al., 2006; Ibarra et al., 2009;
Thompson et al., 2008; Xiao et al., 2008).

e Coproparasitoscopicos (CPS) en serie de tres. Cuando las heces son formadas se

buscan los quistes en el CPS cualitativo de concentracion flotacion (Faust).
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Cuando las evacuaciones son diarreicas se buscan los trofozoitos en el CPS
directo en fresco.

e Prueba de la capsula de Beal (capsula de gelatina con un hilo de 90 -140 cm). El
fluido duodenal impregnado en la dltima porcion del hilo se observa al
microscopio para buscar trofozoitos.

e Aspirado y biopsia duodenal (endoscopia, intubacion y aspiracion de las vias
digestivas altas) se lleva a cabo cuando en los CPS no se identifica al parésito.

e Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) detecta coproantigenos,
tiene una sensibilidad de 85-98% y especificidad de 90-100%.

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de segmentos
de genes especificos del parésito, fundamentalmente para la busqueda de los

ensambles.

2.1.11 Tratamiento

Se utilizan los derivados bencimidazdlicos.

Albendazol 2.5-20 mg/kg de peso por 3 dias, su actividad giardicida se debe a su
interaccion selectiva con la beta tubulina del parésito.

Fenbendazol 10 mg/kg de peso por 3 dias, se reporta buena eficacia en becerros, ya que
reduce la eliminacion de quistes.

El Metronidazol es el fa&rmaco de eleccion para el tratamiento de la giardiasis en
humanos y ha mostrado buenos resultados en caprinos 50-125 mg/kg/5 dias,
Furazolidona 10 mg/kg/7 dias, es un nitrofurano muy utilizado en caso de diarreas, la
sobredosificacion puede producir signos nerviosos en todas la especies.

La Nitazoxanida se ha empleado en cerdos a dosis de 400 mg/3 dias cada 12 horas. La
actividad antiparasitaria de este grupo de compuestos se debe a la reduccion del grupo
nitro, por una via metabolica presente en protozoarios anaerobios (Cordero et al., 1999;
Geurden et al., 2009; Ibarra et al., 2009; Ruiz et al., 2005; Quiroz et al., 2002;
Thompson et al., 2008; O"Handley et al., 2001; Olson et al., 1997).

2.1.12 Medidas preventivas
Se debe controlar a la poblacion infectada, implementar medidas zoosanitarias para
asegurar la calidad del agua (tratamiento con ozono, radiacion UV, filtracion o

cloracion) vy los alimentos y la inclusién de programas de educacion para la salud e
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higiene personal de los trabajadores de las granjas (Cordero et al., 1999; Ortega et al.,
2009).

En un estudio se obtuvo una vacuna que se aplicé por via subcutanea a perros y gatos y
se observo una reduccion en la excreciéon de quistes en las heces, asi como menor
pérdida de peso que en el grupo control. Sin embargo, faltan més estudios para ver la

funcionalidad de este tipo de vacunas (Thompson et al., 2008).

2.2 CRIPTOSPORIDIOSIS

2.2.1 Taxonomia

Cryptosporidium es un microorganismo ubicado en el Phylum Apicomplexa, que se
caracteriza por presentar un complejo apical constituido por roptrias y micronemas.
Ultimamente se ha documentado que estd méas emparentado a las especies de coccidias
gregarinas. Es un parasito intracelular, extracitoplasméatico, mondxeno, con fases de
reproduccion sexual y asexual, se localiza en el epitelio superficial de los aparatos
digestivo y respiratorio de los mamiferos, incluido el humano. Es un parésito zoonético
de distribucion mundial (Cavalier-Smith, 1998; Fayer, 2009; Taylor et al., 2007;
Thompson et al., 2008).

Reino:Protista
Subreino:Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida
Familia: Cryptosporidiae
Género: Cryptosporidium
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2.2.2 Historia

Ernest Edgard Tyzzer, 1907, describi6 el género Cryptosporidium spp y en 1910
propuso la especie C. muris. En 1912, present6 todos estadios de desarrollo de
Cryptosporidium en el intestino delgado de ratones y le asigné la especie C. parvum.
Slavin, en 1955, describi6 a C. meleagridis en pavos. Panciera, en 1971, hizo la
asociacion Cryptosporidium spp con diarrea en bovinos.

En 1976 casi simultineamente Nime y Meisel reportan la criptosporidiosis en humanos.
Brownstein, en 1977, encuentra a Cryptosporidium en reptiles. El Centro de control de
enfermedades de Atlanta (CDC) USA, en 1982, report6 los primeros casos de humanos
con criptosporidiosis y SIDA (De la parte et al., 2005).

En México, en 1983, se document6 por primera vez la presencia de la enfermedad en el
ganado lechero y desde entonces se describe la presencia de Cryptosporidium,
principalmente en ganado vacuno lechero de la region central del pais (Garcia et al.,
2009), existe informacion limitada sobre la epidemiologia de las enfermedades en el

ganado lechero en sistema de cria intensiva.

2.2.3 Morfologia

Existen varios estadios: el esporozoito que posee un complejo apical con anillos polares,
microtdbulos subpeliculares, micronemas y toxemas. El trofozoito que contiene un
nucleo prominente que al dividirse da lugar al ezquizonte, dentro del esquizonte se
forman los merozoitos, que son esféricos y también tienen un complejo apical. Los
microgametos contienen hasta 16 nucleos, tienen forma de bala y miden 1.4 x 0.4 pum,
tienen un ndcleo compacto central y estdn rodeados por microtibulos.  Los
macrogametos contienen un ndcleo, granulos de amilopectina y cuerpos formadores de
pared. Existen dos tipos de ooquistes: ooquistes de pared blanda que son esféricos y
contienen en su interior cuatro esporozoitos y los ooquistes de pared gruesa que miden
de 4-6 um de didmetro, son esféricos, traslicidos y refringentes al microscopio 6ptico,
son resistentes al medio externo y se excretan con las heces (Becerril et al., 2008;
Brogolia et al., 2008; De la Parte et al., 2005; Muller et al., 2008; Xiao et al., 2008;
Wang et al., 2007). En relacion al tamafio de los ooquistes, en varios casos las
dimensiones se imbrican y por tal motivo es necesario realizar estudios moleculares

para obtener el diagnostico de la especie. Tabla 5 (Fayer, 2009; Xiao et al., 2008).
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Tabla 5. Especies de Cryptosporidium en diferentes hospederos.

Especie Hospedero Habitat Tamario
C. serpentis Serpiente del maiz Gastrica 5.6-6.6 X4.8-5.6
C.varanii Varano esmeralda Gastrica
C.fragile Sapo negro espinado Gastrica
C. meleagridis Pavos, pollos, codorni Intestinal
grict V05, pollos, codorniz, ' 4.5-6.0% 4.2-5.3
perro, raton, ciervo
C. baileyi PoIIo,'pfatoycodornlz Intestinal 5 6-6.3%4.5-4.8
Zoonético
C.galli Pollo Gastrica (proventriculo)
C.muris Raton, hamster, ciervo, Gastrica
raton, ardilla, camello, foca, 6.6-7.9x5.3-6.5
coyote, monos
C.parvum Raton, bovino, ovino, Intestinal
equino, alpaca, ratén, ardilla 45-5.4x 4.2-5.0
Zoonotico
C. wrairi Cerdo de guinea Intestinal 4.8-5.6 x4.0-5.0
C. felis Felinosy bovinos Intestinal 3.2-5.1x3.0-4.0
C.andersoni Gar)ado, camello, jerbo, Gastrica (abomaso) 6.0-8.1%5.0-6.5
ratén
C. canis Perro, foxy coyote Intestinal 3.7-5.9x3.7-5.9
C. hominis Humano, primates, ganado  Intestinal 4.4-59x%4.4-5.4
C. suis Porcinos, bovinos Intestinal
C. bovis Bovinos, ovinosy caprinos  Desconocido
V! Vinos, ovinosy capri ' 4.85.4%4.2-48
Zoonético
C.fayeri Canguro Desconocido
C.ryanae Ganado Desconocido
C.macropodum  Canguro Desconocido
C.cervine Bovino, ovino, ardillas, Desconocido

castor, marmota, ciervo,
raton, [émur
Zoonotico

Tomado de Fayer, 2009; Xiao et al., 2008 y modificado por el autor.
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2.2.4 Epidemiologia

La criptosporidiosis es una parasitosis de distribucion mundial, que se adquiere
fundamentalmente por via hidrica y cuyo principal signo clinico en los animales
domésticos es la diarrea. Actualmente se conocen aproximadamente 19 especies que
afectan a mamiferos (incluido el hombre), aves, reptiles y peces. Tabla 5 (Fayer, 2009;
Ballwebwer, 2001; Becerril et al., 2004; Brogolia et al., 2008; Cordero et al., 1999; De
la parte et al., 2005; Geurden et al., 2008; Muller et al., 2008; Olson et al., 2004;
Ortega et al., 2008; Soulsby et al., 1987; Taylor et al., 2007; Wang et al., 2007).

Produce pérdidas econdémicas por problemas de conversién alimenticia en los animales.
Se ha encontrado en animales de granja neonatos o adultos asintomaéticos. La falta de
calostro y la afeccion por otros enteropatdgenos contribuyen a que se presente la
enfermedad clinica. Resultados de estudios epidemiol6gicos moleculares recientes
sugieren que la transmision zoonotica desempefia un papel importante en la
epidemiologia de la criptosporidiosis. En Alemania, la criptosporidiosis es de
notificacion obligatoria desde el 2001 (Alonso et al., 2005; Brogolia et al., 2008; Xiao
et al., 2008).

La prevalencia de este microorganismo es variable y depende de las caracteristicas
socioecondémicas de la poblacién, se ha documentado que es mas frecuente en las
regiones con problemas de infraestructura en las canalizaciones de agua potable (Fayer,
2009; Geurden et al., 2008; Olson et al., 2004; Xiao et al., 2008).

Se encuentra en el 1 al 3% de los habitantes (personas) 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 afios. Mediante estudios seroldgicos se ha
demostrado 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 (Becerril et al., 2004; Fayer, 2009;
Geurden et al., 2008). En un estudio que se realiz6 en pacientes pediatricos mexicanos
se encontrd en el 41% (Sé&nchez et al., 2006).

En animales de granja a nivel mundial la prevalencia es variable de 1-100%. Tabla 6.
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Tabla 6. Prevalencia de Cryptosporidium spp en bovinos, porcinos y ovinos.

Pais Hospedero Prevalencia (%) N Autor
México Bovinos 40 669/1658 Garcia et al., 2009
Australia Bovinos 6.7 30/445 McCarthy et al., 2008
Bélgica Becerros 1-55 Geurden et al., 2007
Dinamarca Bovinos 14-84 17-61/1150 Maddox et al., 2005
Estados Unidos Becerros 1-59 Fayer et al., 2005
México Bovinos 25 128/512 Maldonado et al., 1998
Noruega Ovinos 15-24 82-132/550 Robertson et al., 2010
Mundial Peqt_Jenos 5-77 Geurden et al., 2008
rumiantes
Bélgica Ovinos 131 18/137 Geurden et al., 2008
Australia Ovinos 77.4 24/31 Santin et al., 2008
México Ovinos 33-35.5 136-146/412 Alonso et al., 2005
Noruega Lechones 8.3-31 26-57/684 Sofie et al., 2007
Dinamarca Porcinos 16-100 10-356/1237 Maddox et al., 2005
Republica checa  Porcinos 211 87/413 Kvac et al., 2009
Australia Porcinos 22.1 64/289 Johnson et al., 2008

Infecciones concomitantes de Giardia y Cryptosporidium se han observado en becerros
de 30 dias (De la parte et al., 2005; Ibarra et al., 2009; McCarthy et al., 2008; Olson et
al., 2004; Taylor et al., 2007; Xiao et al., 2008). La caracterizacion molecular de las
especies y genotipos de Cryptosporidium y Giardia es esencial para identificar con
precision a los portadores de estas parasitosis con potencial zoondtico. Existen
diferentes marcadores moleculares para genotipificar a este parasito y ademas, se han

podido identificar subtipos en varias especies de Cryptosporidium. Tabla 7 (Brogolia et

al., 2008).
Tabla 7. Subtipos de Cryptosporidium en las especies domésticas.
Pais Hospedero Especie de Subtipos Autor
Cryptosporidium

Alemania  Bovinos C.parvum 11aA1418G2R1 Brogolia et al., 2008
11aA21GOR1
11aA22G1R1
11aA22G1

Bélgica Pequefios C. parvum 11aA15G2R1 Geurden et al., 2008

rumiantes 11dA22G1

Republica Porcinos C. suis 11AF115377 Kvéc et al., 2009

checa 11AF108861 Johnson et al., 2009
11AY271721

2.2.5 Importancia zoonotica de la criptosporidiosis

De las diferentes especies de Cryptosporidium se sabe que por lo menos siete tienen
potencial zoonotico. Las especies que afectan al hombre son C. parvum y en pacientes
inmunocomprometidos también por C. bailleyi (Becerril et al., 2004; Brogolia et al.,
2008). El ganado se infecta con cuatro especies: C. parvum, C. bovis, C. andersoni, y

C. cervine (zoonoticas). C. meleagridis que infecta a pavos, se ha detectado en las heces
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de humanos inmunocomprometidos e inmunocompetentes y se ha transmitido de un
paciente infectado con diarrea a pollos, ratones, terneros y lechones. Algunas especies
de Cryptosporidium parecen limitarse a un solo hospedero, como es el caso de C. wrairi
que infecta cuyos y cerdo de guinea. Sin embargo otras pueden parasitar diferentes
hospederos incluido el hombre (Brogolia et al., 2008; Huang et al., 2006; Sanchéz et
al., 2006; Wang et al., 2007).

En humanos 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 afect6 a 403.000 personas. En el Reino Unido se describieron 18
brotes en el periodo de 1989 a 1999 asociados con el agua contaminada con ooquistes.
(Geurden et al., 2008; Huang et al., 2006; Jonhson et al., 2008; Olson et al., 2004).

2.2.6 Mecanismos de infeccion

El mecanismo de infeccion es por fecalismo, se puede adquirir por la ingestion de por lo
menos 30 ooquistes (De la parte et al., 2005; Huang et al., 2006). La infeccion se
transmite fundamentalmente por via hidrica, alimentos contaminados con aguas
residuales, cuerpos de agua (rios y lagos), fomites y artropodos (Diaz et al., 2003;
Fayer, 2009; Garcia et al., 2009; Ortega et al., 2008).

2.2.7 Ciclo bioldgico

La fase infectante es el ooquiste y la dosis infectiva es desde 10 a 100 ooquistes (De la
parte et al., 2005; Fayer, 2009). El periodo de prepatencia varia de 2 a 14 dias en la
mayoria de los animales domésticos, mientras que el periodo de patencia es variable
dentro de las diferentes especies de hospedadores y puede ser de varios dias a meses. El
periodo de incubacién puede ser de 5 hasta 30 dias. Los becerros son mas susceptibles
en los primeras semanas de vida (De la parte et al., 2005; Olson et al., 2004).

El ciclo es directo y se completa en un solo hospedero (Wang et al., 2007). Despues de
la ingestion de los ooquistes, con agua o forraje contaminado, el pH &cido del estomago,
pH alcalino del intestino delgado, enzimas, sales biliares, estrés osmdtico y agentes
oxidantes contribuyen en la ruptura de la pared de los ooquistes Yy salen cuatro
esporozoitos. Estos liberan el contenido de sus micronemas e invaden a los enterocitos,
se forma una vacuola parasitéfora que mantiene al parésito dentro de la célula, pero,

fuera del citoplasma, esta union origina lo que se conoce como organelo alimentador, el
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cual mantiene unido al paréasito con el enterocito y probablemente se encarga del
intercambio de materiales entre ambas células para que sobreviva. El esporozoito se
convierte en trofozoito y en 16 horas se transforma en esquizonte (célula octanucleada
con reproduccion asexual por fision maltiple) que daré lugar a la merogonia (meronte
tipo 1). Se rompe el enterocito y libera a los ocho merozoitos, éstos vuelven a invadir a
otros enterocitos y repiten la merogonia, cada uno forma otro meronte, llamado meronte
tipo 1l en 24 horas (son ligeramente méas esféricos). Comienza la gametogénia (fase de
reproduccion sexual), de esta segunda generacion de merontes solo se producen cuatro
merozoitos (que son méas pequefios). Salen los merozoitos (tipo Il) y se diferencian en
macrogametocito o microgametocito (36 a 48 horas). Los microgametocitos contienen
hasta 16 nucleos los cuales migran hacia la periferia, brotan y adquieren forma de bala y
se convierten en nuevas formas llamadas microgametos que tienen un nucleo compacto
y central rodeados de microtubulos. Los macrogametocitos solo tienen un nudcleo, se
agrandan y sintetizan granulos de amilopectina y cuerpos formadores de pared para
transformarse en macrogametos. El microgameto fecunda al macrogameto y en
aproximadamente 72 horas se forma el cigoto, dando paso a la formacion del ooquiste
inmaduro y esté al ooquiste maduro. Se ha observado la presencia de dos tipos de
ooquistes: a) con pared delgada que tienen la capacidad de desenquistarse dentro del
intestino e invadir nuevamente células epiteliales y asi multiplicar la parasitosis
principalmente en individuos inmunocomprometidos (autoinfeccion interna), b) con
pared gruesa que salen con las heces y que son altamente resistentes (Becerril et al.,
2004; Ibarra et al., 2009; Olson et al., 2004; Ortega et al., 2008; Ortega et al., 2009;
Wang et al., 2007; Xiao et al., 2008). Figura 3.

. XS
()
a) SO, b)

Figura 3. Esquema de un ooquiste de pared delgada (a) y un ooquiste de pared
gruesa (b). Modificado de Ortega et al., 2008.

En los bovinos C. parvum y C. andersoni invaden las células superficiales de la mucosa
del intestino y del abomaso respectivamente, este ultimo invade las glandulas peptidica
y pilérica causando dilatacion (Fayer, 2004; Hijjawi et al., 2004; Xiao et al., 2008).
Figura 4.
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Figura 4. Esquema del ciclo biolégico de Cryptosporidium spp (Ortega et al., 2008).

2.2.8 Mecanismos patogénicos

Se desconocen los mecanismos mediante los cuales Cryptosporidium produce diarrea,
pero se han sugerido algunos:

a) Adhesién del parasito a los enterocitos.

b) Invasion celular: Después de la ingestion de los ooquistes, salen los esporozoitos que
invaden y se multiplican en las células epiteliales (enterocitos), cuando se forman los
esquizontes se rompen los enterocitos y de esta manera se destruye el epitelio.

c) Produccion de una enterotoxina: Esta colonizacion produce atrofia leve o moderada
de las vellosidades y microvellosidades lo que ocasiona una enteritis con pérdida de la
superficie de absorcion y por lo tanto diarrea (Cordero et al., 1999; De la parte et al.,
2005; Olson et al., 2004; Radostits et al., 2002). Existe disminucién de enzimas unidas
a la membrana como la lactasa, maltasa, etc.

El hospedero intenta reemplazar las células dafiadas mediante hiperplasia de las criptas
epiteliales e infiltrado inflamatorio de la ldmina propia con polimorfonucleares,
linfocitos y células plasmaéticas (Cordero et al., 1999; De la parte et al., 2005; Ibarra et
al., 2009). Las células dafiadas, que son sustituidas por células nuevas cuya
funcionalidad absortiva y enzimética es menor, son secretoras de iones de CI". Lo que
rompe el balance absorcion-secrecion, entonces el equilibrio se inclina al lado secretor.

El cuadro puede agravarse por el paso de fluidos de la vellosidad a la luz intestinal
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debido al aumento en la presion osmatica por el acumulo de nutrientes en el epitelio
intestinal.

Probablemente una toxina del parésito induce el reclutamiento de células inflamatorias
y citoquinas que pueden producir un aumento en la respuesta secretora (De la parte et
al., 2005; Cordero et al., 1999; Ortega et al., 2009; Radostits et al., 2002). Se ha
postulado que el factor de necrosis tumoral (a-FNT) podrian estimular a los fibroblastos
y otras células del epitelio y producir prostaglandinas (PGE;), lo que a su vez,
estimularia la secrecién de cloro e inhibirfa la absorcion de cloruro de sodio (Na*ClI)
(Cordero et al., 1999; De la parte et al., 2005; Ortega et al., 2009). El exceso de
secrecion y la pérdida de la superficie de absorcion produce deshidratacion en el
hospedero, ésta es ocasionada por la pérdida excesiva de agua y electrolitos, que juegan
un papel vital en el mantenimiento de la homeostasis; y puede conducir a problemas
cardiacos debido a que ocasiona aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria para
compensar la disminucion del volumen del plasma y de la presién sanguinea. La
pérdida brusca de la circulacion sanguinea eficaz ocasionada por la rapida disminucion

del tono de los vasos sanguineos desencadena el colapso cardiovascular.

2.2.9 Cuadro clinico

En los animales los signos clinicos son diarrea de color amarillo pélido, acuosa y en
ocasiones con moco, pérdida de peso que puede llevar a la muerte de los neonatos.
También presentan letargia, anorexia, depresion, colapso cardiovascular y muerte por
deshidratacion. Los que se recuperan, pueden sufrir un impacto negativo inicial sobre
la produccion, debido a la pérdida de peso o al poco peso ganado. La infeccion es mas
grave en ganado productor de carne, produciendo una mortalidad de hasta 30% (De la
parte et al., 2005; Geurden et al., 2008; Olson et al., 2004; Ortega et al., 2008; Taylor et
al., 2007).

En los humanos los signos clinicos son diarrea tipo coleriforme, puede haber presencia
de moco, dolor abdominal, nduseas, fiebre y astenia. La diarrea varia de acuerdo al
estado inmunoldgico del hospedador, en inmunocomprometidos la diarrea es aguda
acuosa, fulminante y generalmente lleva a la muerte. En los casos de inmunosupresion
grave, el microorganismo puede invadir conductos biliares y produce fiebre, ictericia,
dolor en hipocondrio derecho y vomito. En los pacientes con SIDA también puede

invadir pulmén, péancreas y conductos biliares y producir colecistis alitiasica
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(inflamacion aguda de la vesicula en ausencia de calculos, sinonimia colecistis
necrotizante) (De la Parte et al., 2005).

2.2.10 Diagnostico

Se cuenta con varias técnicas para la deteccion de esta parasitosis (De la parte et al.,
2005; Brogolia et al., 2008; Ibarra et al., 2009).

Coproparasitoscdpicos directo en fresco o concentracion: por el tamafio de los
ooquistes estas técnicas son poco confiables, excepto, cuando la muestra es muy
acuosa y contiene poco detritus o cuando el laboratorista tiene la experiencia
suficiente para poder discriminarlos de artefactos o estructuras vegetales.
Tincién de Ziehl Neelsen modificado o Kinyoun: Facilita la identificacion de los
ooquistes, ya que se tifien de color rojo intenso (&cido-alcohol resistente) en un
fondo azul o verde

ELISA: Deteccion de coproantigenos: se emplean regularmente los Kkits
comerciales.

Inmunoflourescencia indirecta (IFI): Deteccion de coproantigenos, se emplean
kits comerciales.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): para determinar la especie y

genotipo involucrado en la criptosporidiosis.
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2.2.11 Tratamiento

Se utilizan varios farmacos; sin embargo, en la actualidad no se dispone de un farmaco
que sea realmente eficaz para el tratamiento de la criptosporidiosis en animales y
humanos (De la parte et al., 2005; Ortega et al., 2009).

Paramomicina es una amoniglicosido que a dosis de 25-100 mg/kg ha mostrado
disminucién en la excrecion de quistes y disminucion de la severidad de la diarrea en
becerros y cabritos.

Azitromicina es el méas activo de los macrélidos, actla en la fraccién 50s de subunidad
ribosomal e interviene con la sintesis de proteinas; se emplea a dosis de 30 mg/kg en
caninos (Olson et al., 2004; Ortega et al., 2009).

Nitazoxanida es un quimioterapéutico utilizado en el tratamiento de la criptosporidiosis
intestinal, mostro eficacia en estudios realizados en pacientes con SIDA y recuentos de
linfocitos CD* mayores de 50/mm. La dosis recomendada es de 500 a 1000 mg dos
veces al dia durante 15 dias.

Roxitromicina, se ha propuesto para el tratamiento para la criptosporidiosis, a dosis de
300 mg dos veces al dia durante 4 semanas. En humanos se ha observado que elimina la
diarrea después de 2-10 dias de tratamiento y hay reduccion en la excrecion de

ooquistes.

2.2.12 Medidas preventivas

El suministro de calostro es hasta hoy en dia una medida profilactica de eleccion pues
contiene una alta concentracion de inmunoglobulinas IgG. El calostro hiperinmune ha
demostrado que reduce la diarrea y la excrecion de ooquistes en becerros y corderos
(Cordero et al., 1999; Thompson et al., 2008).

Los becerros productores de carne que ingieren leche de la madre, son protegidos;
siempre y cuando la madre haya tenido una exposicion previa al parasito.

El problema se incrementa en el ganado productor de leche porque son alimentados con
leche a granel con bajas concentraciones de anticuerpos. La dieta en si podria tener un
papel importante en evitar el establecimiento de la infeccion y reducir la gravedad de
los signos clinicos, porque una dieta mal balanceada conllevaria a desnutricion y esto
puede disminuir las defensas del hospedero y hacerlo méas susceptible a la infeccion
(Olson et al., 2004).
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Se ha mostrado que los ooquistes son extraordinariamente resistentes a las técnicas
usuales de filtracion y cloracion del agua destinada para consumo humano. En un
estudio en Sonora, México se encontré que los ooquistes son resistentes a los
procedimientos comunes de potabilizacién y a concentraciones de hasta 80 mg/l de
cloro.

Los filtros comunes no son de utilidad pues permiten el paso de este parasito, se deben
emplear filtros especiales de 1 pum de didmetro. En la actualidad los métodos de
desinfeccion mas usuales son la filtracion, cloracién, el uso de ozono y rayos UV.

Es importante resaltar que los ooquistes en un ambiente himedo pueden mantenerse
viables hasta por seis meses e incluso afios, pues resisten temperaturas bajo cero (De la
parte et al., 2005; Diaz et al., 2003; Fayer, 2004; Fayer, 2009; Huang et al., 2006).

En humanos se debe fortalecer el habito de lavado de las manos con agua Yy jabon antes
de comer, preparar alimentos, atender nifios o pacientes, al llegar al hogar procedente
del trabajo o de cualquier otra actividad, después de la miccion o defecacion y de tocar
animales; asi como hervir o filtrar el agua de beber sirven para prevenir posibles

infecciones (De la parte et al., 2005).
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3. JUSTIFICACION

En nuestro pais existen enfermedades parasitarias zoondticas de gran importancia para
la salud publica y en los ultimos afios han aumentado su frecuencia. El incremento de
las zoonosis tiene particular importancia debido a que el hombre ha modificado los
ecosistemas naturales: invade habitats, los contamina con materia organica, contamina
los cuerpos de agua y puede ser diseminador de parasitosis que afectan a los animales
de granja; aunque, también los animales de granja son portadores y diseminadores de
parésitos que pueden infectar al hombre.

Los protozoarios Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp se han identificado en una
amplia gama de hospederos mamiferos, incluido el hombre. Estas parasitosis producen
diarrea y mala conversion alimenticia, con la consecuente baja en la ganancia en peso y
pérdidas econdmicas para los productores. En paises desarrollados existen reportes de la
prevalencia de estos parasitos en animales de granja y es variable; en contraste, no hay
reportes de la prevalencia de estas parasitosis en granjas del estado de México, por tal
motivo, es necesario realizar estudios que permitan conocer la prevalencia de estas

parasitosis en animales de granja.

4. OBJETIVOS

e Determinar la prevalencia de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp en
animales de granja (bovinos, porcinos y ovinos).

e De las muestras positivas a Giardia identificar el genotipo.

5. HIPOTESIS

e La prevalencia de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp en animales de
granjas del estado de México serd mayor a las registradas en granjas de paises

industrializados.
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6. METODOLOGIA

6.1 Para cumplir con los objetivos se disefi0 la siguiente estrategia. Fig.5

Encargadosde las granjas de:
bovinos, porcinosy ovinos

j‘ Obtencion del material biol6gico
Cartade consentimiento autorizado

Muestrasen hielerasy
transportadasal laboratorio del INP

J%

‘ Diagn0stico etioldgico ‘

J J
CPS Tincién de Zielh-Neelsen
Directoen frescoy modificada
concentracion flotacion

|

Giardia intestinalis Cryptosporidium spp

l
Sheather
Quistes de Giardia

|

Genotipificacion
PCR-RFLP’s
GDH, NlalV

Figura 5. Esquema de la estrategia que se sigui6 para cumplir con los objetivos.

PCR= reaccion en cadena de la polimerasa. RFLP"S= polimorfismos de los fragmentos de restriccion.
GDH= glutamato deshidrogenasa. Nla IV= enzima de restriccion.

6.2 Disefio experimental

Se llevo a cabo un muestreo transversal (se tom6 una sola muestra del recto de los

animales en una sola visita a cada explotacion) en cada una de las granjas.
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6.3 Carta de consentimiento autorizado

Se obtuvo la carta de consentimiento autorizado de las personas encargadas de las

granjas de bovinos, porcinos y ovinos.
6.4 Obtencién de material biolégico

El muestreo se realizd de septiembre del 2008 a febrero del 2009. Las muestras se
obtuvieron directamente del recto con guantes de palpacién, se colocaron en hieleras
con refrigerante, se trasladaron al Laboratorio de Parasitologia Experimental del
Instituto Nacional de Pediatria y se mantuvieron a 4 °C hasta el momento que se
procesaron. Figura 6.

Figura 6. Obtencion de material biolégico de ovinos.

6.5 Caracteristicas de las granjas

Bovinos: La explotacion de ganado lechero estd ubicada en San Sebastidn Xhala,
municipio de Cuautitlan en la zona norte del estado de México. La explotacion emplea
un sistema semi-intensivo, piso de concreto e instalaciones semi-tecnificadas. Los
becerros pre-destete se encontraban en jaulas de madera en un &rea cerrada y con poca
ventilacién, los bovinos adultos (hembras, machos y becerros menores de 6 meses) en
corrales con piso de concreto, camas de tierra y cercos de metal, los bebederos y
comederos son de concreto. En los corrales se separa el ganado de acuerdo a la etapa de
produccion: altas productoras, bajas productoras, vacas secas, becerros, pie de cria y

reemplazos.

Los animales son de raza Holstein-Fresian alimentados con alfalfa achicalada, heno de

avena complementado con sistema de pastoreo y agua a libre consumo. Figura 7. Se
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tiene un buen manejo de esquemas de vacunacion, se aplica vacunacién contra
leptospirosis 'y desparasitacion con algunos bencimidazoles como albendazol,
ivermectina y closantel. Los corrales se limpian a diario con un tractor y se depositan en
el estercolero que se encuentra aproximadamente 4 m de distancia de los corrales. El

estiércol se vende o se utiliza como abono para el campo.

— .

-,
e\l
BNy 2

TN g b i

)

Fig. 7. A) Instalaciones (granja de bovinos), B) Ganado lechero Holstein-Fresian y C)
Instalaciones para becerros 1-6 semanas.

Porcinos: Se trabajo con dos explotaciones que se localizan en la zona centro del estado
de México. 1) Granja en Xonacatlan y 2) Granja en Coatlan.

Son explotaciones intensivas de ciclo completo, piso de concreto e instalaciones semi-
tecnificadas. Las instalaciones estdn divididas por diferentes areas, en naves con
cortinas laterales de lona, las instalaciones de maternidad tienen piso de concreto,
calentadores vy slatts, los cercos son de metal. Los cerdos destetados se encuentran en
corrales con piso de concreto con comederos y bebederos de acero inoxidable y cuentan
con capacidad para aproximadamente 20 animales. Las instalaciones de engorda tienen
piso de concreto al igual que los comederos y bebederos, los animales en finalizacion se
encuentran en jaulas individuales de metal. Los animales estan divididos por atapa
productiva: maternidad, destete, engorda (inicio, crecimiento y finalizacion),
reproduccion y pie de cria.

Son porcinos de la raza Yorkshire en diferentes etapas de su desarrollo, alimentados con
concentrado y agua a libre consumo. Figura 8.

Las explotaciones tienen buen manejo de esquemas de vacunacion: Parvovirus,

Auyesky, Erisipela y Leptospira entre otras.
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Para la desparasitacion utilizan bencimidazoles y coccidiostatos que se van rotando.
Cuentan con medidas de bioseguridad como tapetes sanitarios, area de cuarentena,
restriccién del acceso a visitantes y ropa exclusiva para la granja. Los corrales se
limpian a diario, las excretas se depositan en el estercolero. El estiércol se vende o se

utiliza como abono para el campo.

Fig. 8. A) Instalaciones de maternidad, B) Instalaciones de cerdos destetados y C)
Instalaciones de cerdos de engorda.

Ovinos: La explotacion se ubica en Magu, municipio de Tepozotlan al norte del estado

de México.

Las instalaciones son rusticas, con piso de tierra y cuentan con un techo de lamina de

aluminio al centro del corral.

Los ovinos son de diferentes razas, pero, predomina la Columbia. Los animales estan
distribuidos de forma mixta, en diferentes etapas de su desarrollo. Para la alimentacion
se utiliza el sistema de pastoreo, no se conocen las caracteristicas del pasto debido a
que no se cuenta con un area destinada para tal fin.

EL manejo de vacunacion es deficiente (las vacunas no se almacenan a 4°C hasta el
momento de su uso). La desparasitacion es con ivermectina y closantel, sin rotacion de

principios activos. No se lleva a cabo un manejo sanitario de excretas. Figura 9.
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Fig. 9. A) Instalaciones rusticas (granja de ovinos), B) Ovinos de zona norte del Estado de
México.

Se realiz6 un muestreo representativo en las diferentes granjas para llevar a cabo un
estudio transversal. Para el célculo de la muestra se utilizd el paquete Epinfo version
2005. Se considero un intervalo de confianza del 90%, margen de error del 10% y una

frecuencia esperada del 35%

6.6 Técnicas para el diagndéstico de las parasitosis.

El material biolégico se procesé mediante las técnicas coproparasitoscopicas (CPS)
directo fresco y de concentracion por flotacion Faust para la busqueda de Giardia y la
tincion de Zielh-Neelsen para Cryptosporidium (Manual del Laboratorio de

Parasitologia experimental del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

En el anexo A se describe el procedimiento que se llevo a cabo para la elaboracion de

las diferentes soluciones que se utilizaron en las técnicas.
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6.6.1 CPS directo en fresco
OBJETIVO: Detectar trofozoitos de Giardia.

FUNDAMENTO: En una solucién isotonica mantener a larvas de helmintos y

trofozoitos y quistes de protozoarios para su observacién microscopica.
MATERIAL:

Portaobjetos y cubreobjetos.

Aplicador de madera.

Solucién salina de fosfatos (PBS). Ver anexo A.
Lugol parasitoldgico. Ver anexo A.

Microscopio éptico.

DESARROLLO:

a)

b)

c)

d)

En un extremo del portaobjetos se colocd una gota de PBS, en el otro extremo se
coloco lugol parasitoldgico (con 2-4 mm de separacion).

Con un aplicador se tomé una pequefia cantidad de muestra (0.5Q),
(introduciendo el aplicador en la muestra en repetidas ocasiones).

Se homogeneizd con una gota de PBS y después con una de lugol, sobre el
portaobjetos.

Se eliminaron las particulas de mayor tamafio del portaobjetos.

Se colocd el cubreobjetos y se observo al microscopio.
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6.6.2 CPS de concentracion flotacion Faust
OBJETIVO: Deteccion de quistes de Giardia.

FUNDAMENTO: Mediante un proceso de concentracion flotacion por diferencia de

densidades, obtener quistes y ooquistes de protozoarios, y huevos de nematodos y

cestodos.
MATERIAL:

Copropacs (contenedor y colador comercial que se ensamblan)
Centrifuga

Portaobjetos y cubreobjetos

Asas bacterioldgicas

Solucién saturada de sulfato de zinc (densidad de 1.80). Ver anexo A.
Lugol parasitolégico.

Agua destilada.

Abatelenguas.

Microscopio éptico.

DESARROLLO:

a)
b)
c)
d)
e)

9)

Se colocaron de 2 a 3 g de materia fecal en el copropac.

Se afiadieron 10 a 15 ml de agua destilada y se homogeneizo.

Se verti6 el contenido en tubos de 13 X 100.

Se centrifugd a 1000 rpm durante 1 minuto.

Se decant6 el sobrenadante y se afiadieron 6 ml de agua en el tubo, se centrifugo
a 1000 rpm por 1 minuto. (El procedimiento se repitié de dos a tres veces)

El precipitado se resuspendi6 con sulfato de zinc y se centrifugd a 1500 rpm.
Con el asa bacterioldgica se tom6 una muestra de la superficie del menisco y se
colocod sobre el portaobjetos, se afiadié una gota de lugol y se observo al

microscopio.
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6.6.3 Tincién de Zielh-Neelsen modificada

OBJETIVO: Identificar ooquistes de Cryptosporidium.

FUNDAMENTO: Los ooquistes de Cryptosporidium se tifien de color cereza y

contrastan con un fondo verde brillante.
MATERIAL:

Portaobjetos y cubreobjetos

Solucion estéril PBS

Aplicadores de madera

Fuscina saturada. Ver anexo A.

Verde brillante (cambio de colorante azul de metileno por verde brillante). Ver
anexo A.

Alcohol acido al 2%

Metanol absoluto

Horno Pasteur

DESARROLLO:

a)
b)

c)

d)
e)

9)

h)

En un portaobjeto se coloco una gota de PBS.

Con el aplicador de madera se tom¢ una pequefia cantidad de muestra y se
mezclé con el PBS del portaobjetos.

La muestra se pre-fijo por calor (40°C) por 1 minuto.

Se post-fijé con metanol.

A la laminilla se le colocé papel filtro y la Fucsina saturada, se aplico calor hasta
la emision e vapores (durante 20 minutos).

Se decolor6 con 2-5 gotas de alcohol &cido al 70:1. Posteriormente se lavo con
agua de la llave.

El portaobjetos se dejo escurrir por 1 minuto y se contrasté con el colorante
verde brillante por 1-2 minutos.

Se lavd a chorro de agua y se dejo secar.

Posteriormente se observd al microscopio éptico a 100x.
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6.6.4 Técnica de Sheather
OBJETIVO: Concentrar quistes de Giardia.

FUNDAMENTO: Mediante la utilizacion de gradientes se concentran los quistes de

Giardia que se utilizaron para la genotipificacion.
MATERIAL:

Copropacs

Soluciones de trabajo 1y Il. Ver anexo A.
Centrifuga.

Tubos conicos de pléastico de 15 ml.

Portaobjetos, cubreobjetos y microscopio Optico.

DESARROLLO:

a) La muestra con Giardia se homogeneizd en un copropac, con agua destilada. Se

filtré y se vertié en un tubo de ensayo.

b) Se centrifugd a 3500 rpm. El sobrenadante se decantd, al precipitado se le

agregd mas agua, se homogeneiz6 y se centrifugd. (El procedimiento se repitid

dos veces).

c) El precipitado se resuspendié en 3 ml de agua destilada.

Gradientes (ver anexo A):

A) Solucion |
B) Solucién Il
1. En tubos conicos de 15 ml, se colocaron 4.0 ml de la solucion .
2. Con una pipeta Pasteur se agregaron 5.0 ml de la solucién 11 (deslizandola por
las paredes del tubo).
3. Se afiadieron 500 pl de la muestra de heces (deslizandola por las paredes del
tubo).
4. Se centrifugd a 4000rpm, durante 30 min.
5. De cada uno de los tubos se aislo el anillo superior, se lavo con agua destilada,

los quistes se concentraron, se monitorearon y se almacenaron a 42C hasta su

uso.
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6.6.5 Caracterizacion molecular: Giardia intestinalis

Lisis de quistes y obtencion del DNA

Los quistes se lisaron por métodos fisicos (tres ciclos de congelacién en nitrégeno
liquido-descongelacion en un bafio a 37°C) y quimicos (en solucién de lisis con
proteinasa K y amortiguador “Tissue lysis buffer” ATL) los tubos se incubaron toda la
noche a 56°C.

Los acidos nucleicos se obtuvieron con extracciones mediante el kit Qiagen (siguiendo
las instrucciones del proveedor). Brevemente, para eliminar el RNA se afiadieron 5.0 pl
(50pg/mL) de RNA-sa y se dejo incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. Se
anadieron 200pl del amortiguador “Lysis buffer” AL, se incub6 a 70°C por 10 minutos,
se afiadieron 200 pl de etanol absoluto; esta solucion se verti6 en las columnas y tubos
colectores y se afiadieron 500 pl del amortiguador “Wash buffer 1”7 AW1 y se
centrifugd a 6000 g por 1 minuto, inmediatamente después se anadieron 500 ul del
amortiguador “Wash buffer 2” AW2 y se centrifugd a 20,000 g por 3 minutos. EI DNA
se eluy6é con 50 pl de amortiguador “Elution buffer” AE y se incub6 a temperatura

ambiente por 5 minutos.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el DNA de los quistes de Giardia de dos ovinos se amplificd un segmento de 430
pb del gen de la enzima glutamato deshidrogenasa (gdh) (Read et al., 2004).

El volumen final de la mezcla de la reaccion contenia: MgCl,, 1.5 uM; dNTP’s, 200
um; oligonucleétidos, 12.5 pm; DNA taq polimerasa (Roche), 0.625 unidades; y DNA
de quistes de Giardia, 100 ng. El control negativo contenia toda la mezcla de la
reaccion, excepto el DNA de Giardia. El control positivo fue: DNA de Giardia de dos

aislados obtenidos de pacientes pediatricos.

La primera amplificacion fue con los oligonucledtidos: externo GDHef: TCA ACG
TYA AYC GYG GYT TCC GT, reverso GDHIR: GTT RTC CTT GCA CAT CTC C.
La segunda amplificacién (anidada) fue con los oligonucle6tidos: interno GDHiF: CAG
TAC AAC TCY GCT CTC GG y el reverso GDHIR.
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Condiciones para la PCR: una etapa de desnaturalizacion a 94°C por 2 min, 2 ciclos a
56°C por 1 min, 72°C por 2 min y 72°C por 2 min; seguido de 55 ciclos a 94°C por 30
seg, 56°C por 20 seg y 72°C por 45 seg, y un ciclo de extension a 72°C por 7 min.

El producto que se obtuvo se corrié en un gel de agarosa al 1%, con 0.750 ug/ml de
bromuro de etidio, en amortiguador “Tris boratos” TBE a 30 milliampers, 60 volts y 10

watts, durante 60 minutos.

Polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Para la restriccion, 10 microlitros de los productos amplificados mediante la PCR se
incubaron toda la noche a 37°C, con 5 unidades de la enzima Nla IV (New England
Biolabs) en el amortiguador correspondiente. Los productos generados se identificaron
en geles de agarosa de alta resolucién al 2%, en amortiguador de tris boratos EDTA
(TBE) y tefiidos con 0.5pg/ml de bromuro de etidio, a 50 milliampers, 100 volts y 10
watts; las bandas se visualizaron en un sistema de registro “Biomaging systems

Epichemi® darkroom”.
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7. RESULTADQOS

El muestreo se realiz6 de septiembre de 2008 a febrero de 2009, se analizaron 237
muestras de heces de ovinos, bovinos y porcinos que se obtuvieron directamente del

recto.

7.1. Prevalencia de Giardia en ovinos
Se obtuvieron 50 muestras de ovinos en sus diferentes etapas de desarrollo: destete, en

crecimiento y adultos. La prevalencia de la giardiasis fue del 18%. Tabla 8.
Considerando el muestreo general: ovinos, bovinos y porcinos, la prevalencia total fue
del 3.8%. Tabla 9. Tipico quiste de Giardia que se obtuvo de un ovino. Figura 20 y

lamina 1.

Tabla 8. Prevalencia de G. intestinalis en las diferentes etapas de desarrollo de ovinos.

Etapa Tamano de la Giardia
poblacion (%)
Destete 8 3 (37.5)
Crecimiento 16 2 (12.5)
Adultos 26 4 (15.3)
Total 50 9 (18)

Tabla 9. Prevalencia de G. intestinalis en las diferentes especies domésticas.

Especie Tamainio dela Prevalencia (%)
poblacion

Bovinos 39 0

Porcinos G1 72 0

Porcinos G2 76 0

Ovinos 50 9(18)

Total 237 9 (3.8)

Gl=granja Xonacatlan, G2=granja Coatlan.
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Figura 10. Microfotografia que muestra un
quiste de G. intestinalis obtenido de un ovino.

7.2 Caracterizacion molecular de G. intestinalis

Se genotipificaron dos de las nueve muestras de ovinos con Giardia. En la
amplificacién del gen de la enzima glutamato deshidrogenasa (gdh) se obtuvo un
producto de =~ 430pb. Fig. 11. La restriccion con la enzima Nla IV generd las bandas de
80, 100 y 220 pb que son caracteristicas del genotipo “E” especifico de animales de

granja. Fig. 12.

pb M 12 3 4

1000

Fig. 11. Amplificacion de un
segmento de = 430 pb del gen de
la glutamato deshidrogenasa (gdh)
de G intestinalis. (M) Escalera de
100 pb, carriles 1 y 2 controles
positivos, carriles 3 y 4 DNA de
Giardia de dos ovinos.

Fig. 12. Restriccién del producto
amplificado del gen de la gdh con
Nla IV. (M) Escalera de 50 pb.
Carriles 1 y 2 DNA de Giardia con
bandas de 80, 100 y 220 pb
caracteristicas del Ensamble “E”.
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7.3 Prevalencia de Cryptosporidium spp en bovinos

Se obtuvieron 39 muestras de bovinos en sus diferentes etapas de desarrollo: becerros,
hembras pre y postparto, y adultos. La prevalencia de Cryptosporidium fue del 74.4%.
Tabla 15.

Con la tincion de Ziehl-Neelsen los ooquistes de Cryptosporidium se observan de color
rojo intenso en un fondo verde. Figuras 13 y 14 y lamina 2.

Tabla 15. Prevalencia de Cryptosporidium en las diferentes etapas de desarrollo de
bovinos.

Etapa Tamarfo dela Cryptosporidium (%)
poblacién

Becerros 13 8 (61.5)

Hembras (pp) 11 9 (81.8)

Adultos 15 12 (80)

Total 39 29 (74.4)

(pp)= pre y post-parto

Fig. 13 y 14. Microfotografias que muestran ooquistes de Cryptosporidium que se
obtuvieron de bovinos, tefiidos con Zielh-Neelsen. ~ 4 um de didmetro. 100x. Cada
linea corresponde a 1.0 pm.
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7.4 Prevalencia de Cryptosporidium spp en porcinos

Se analizaron 148 muestras de porcinos de las dos granjas (Xonacatlan y Coatlan). Los
porcinos fueron de maternidad, destete y engorda. En la granja Xonacatlan la
prevalencia de Cryptosporidium fue del 1.3%, en la otra granja no se encontraron
parésitos. Tabla 16, figura 15 y I[dmina 2.

Tabla 16. Prevalencia de Cryptosporidium en porcinos.

Granja Xonacatlan  Coatlan  Cryptosporidium (%)
Maternidad 0/21 0/24 0
Etapa
. Destete 0/24 0/24 0
productiva
Engorda 1/27 0/26 3.7
Poblacion
total 1/72 0/76 1.3

Fig. 15. Microfotografia que muestra un ooquiste de Cryptosporidium spp que se
obtuvo de un porcino (100x). Cada linea corresponde a 1.0 pm.
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7.5 Prevalencia de Cryptosporidium spp en ovinos

De los 52 ovinos (al destete, en crecimiento y adultos) se encontré una prevalencia de
Cryptosporidium del 8%. Tabla 17. Ooquiste de Cryptosporidium que se obtuvo de un

ovino. Figura 16 y I1dmina 2.

Tabla 17. Prevalencia de Cryptosporidium en ovinos.

Etapa Tamano dela Cryptosporidium (%)
poblacidn

Destete 8 0

Crecimiento 16 1(6.2)

Adultos 26 3(11.5)

Total 50 4 (8)

Fig. 16. Microfotografia que muestra un ooquiste de Cryptosporidium de un ovino.
Cada linea de la regleta corresponde a 1.0 pm.
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7.6 Prevalencia total de Cryptosporidium spp

La prevalencia total de Cryptosporidium en las tres especies de ganado (bovinos,
porcinos y ovinos) fue del 14.3%. Tabla 18.

Tabla 18. Prevalencia de Cryptosporidium en todas las granjas.

Especie Tamano dela Prevalencia (%)
poblacion

Bovinos 39 29 (74.4)

Porcinos G1 72 1(1.3)

Porcinos G2 76 o)

Ovinos 50 4 (8)

Total 237 34 (14.3)

Gl=granja Xonacatlan, G2=granja Coatlan.

7.7 Prevalencia total de Giardia y Cryptosporidium spp

La prevalencia de las dos parasitosis en las 237 muestras analizadas se muestra en la
figura 17.

W Giardia intestinalis

Prevalencia %
IS
o

Cryptosporidium
20 1 yptosporiciu

= B -
e A——p A——

Bovinos Porcinos Forcinos QOvinos
Gl G2

Especie doméstica

Figura 17. Prevalencia de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp
en las diferentes granjas. Gl=granja Xonacatlan, G2=granja Coatlan.
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8. DISCUSION
El resultado de este estudio es interesante porque se encontraron parasitos con potencial

zoonoGtico (Giardia intestinalis o Cryptosporidium spp) en los animales de las granjas
analizadas. La prevalencia de Giardia en ovinos fue del 18%, fue menor a la esperada
(35%), y el analisis de la prevalencia de este pardsito en las diferentes etapas de
desarrollo fue mayor en los ovinos al destete (37.5%). El dato es importante porque
estos ovinos son portadores y potentes diseminadores de esta parasitosis en la granja.

A nivel mundial la prevalencia de Giardia en ovinos oscila del 8.7 al 31%. La
prevalencia que se encontrd en este estudio fue mayor a la reportada en Australia 8.7%
(Ryan et al., 2005) y menor a la encontrada en Noruega (23-31%) y Bélgica (25.5%)
(Robertson et al., 2010; Geurden et al., 2008). Es importante mencionar que fue
semejante a la reportada en Italia 17.6% (Annunziata et al., 2005). Hasta donde se sabe

no hay reportes de la prevalencia de G. intestinalis en ovinos en México.

Las dos muestras genotipificadas correspondieron al genotipo/ensamble “E” que es
caracteristico de animales de granja (“Livestock”). Es significativo porque la
genotipificacion fue con el DNA obtenido directamente de los quistes de Giardia. A
nivel mundial en muestras de animales de granja predomina el genotipo “E” que no es
zoonGtico, aunque, también se ha reportado el genotipo “A”, que es potencialmente
zoondtico (Geurden et al., 2008; McCarthy et al., 2008; Santin et al., 2007; Robertson
et al., 2010). Debido a que Unicamente se genotipificaron dos muestras de Giardia, no
podemos afirmar que las muestras tuvieran genotipos/ensambles zoondticos (“A” y

“B”), pero tampoco podemos descartar que los tuvieran.

Aungue no se encontré Giardia en porcinos y bovinos de este estudio, es necesario
considerar que los animales inmunocompetentes, aun cuando estan infectados pueden
no presentar manifestaciones importantes de la enfermedad; sin embargo, son
portadores. La infeccion es clinicamente importante porque causa sindrome de mala
absorcion y por consecuencia podrian tener importancia econémica ya que afecta el
rendimiento y la conversion alimenticia. Se debe hacer un analisis econdmico del costo
de esta infeccion en la produccion de bovinos y porcinos de nuestro pais y diferenciar

el papel de los animales en la transmision dentro de una explotacion.
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Fue significativo que los bovinos, porcinos y ovinos estuvieran infectados con
Cryptosporidium, de tal forma que, las especies que se analizaron en este trabajo son
potencialmente diseminadoras de esta parasitosis en las diferentes granjas.

La prevalencia de Cryptosporidium spp en bovinos fue de 74.4%, mayor a la esperada
(35%) y mayor a la registrada por Maldonado et al (1998) en becerros de granjas del
estado de México 20%, Hidalgo 28% vy Jalisco 29%; y a la documentada en
Aguascalientes que fue de 40% (Garcia et al., 2009). En otros paises, la prevalencia es
muy variada, por ejemplo, en Estados Unidos 1-59%, Dinamarca 14-84%, Bélgica 1-
55% y Australia 6.7% (Fayer et al., 2005; Maddox et al., 2005; Geurden et al., 2007;
McCarthy et al., 2008).

En este estudio, llama la atencion que la prevalencia fue mayor (80%) en adultos que en
becerros (61.5%). Nuestros resultados contrastan con otros reportes, en donde se
encuentra mayor prevalencia en becerros menores de seis meses 96% Yy becerros

mayores de seis meses 84%, que en hembras adultas 14% (Maddox et al., 2005).

En relacién a los ovinos la prevalencia de criptosporidiosis fue del 8%, menor a la
esperada (35%). Con respecto a la etapa productiva, llama la atencion que se haya
encontrado mayor prevalencia en ovinos adultos 11.5%, que en ovinos en crecimiento
6.2% y que no se haya encontrado en ovinos al destete. Posiblemente la mayor
prevalencia en ovinos adultos se debi6 al mayor numero de muestras recolectadas en
esta etapa, debido a que la distribucion de la poblacion no fue homogénea en esta
explotacion. En este trabajo se encontr6 una prevalencia muy baja, comparada al 34.3%
que se reportd en otro estudio que se realiz6 en 37 granjas (ovinos) del estado de
Meéxico, aunque ellos también encontraron una prevalencia ligeramente mayor en
adultos (34%) que en corderos (33.5%) (Alonso et al., 2005). Sin embargo, no esta
fuera del rango reportado a nivel mundial, donde se han registrado prevalencias que
oscilan desde el 5 hasta el 77% en pequefios rumiantes. Por ejemplo, en Bélgica se
reporta el 13.1% y en Noruega del 15-24% (Geurden et al., 2008; Robertson et al.,
2010).

De las dos granjas de cerdos analizadas, en la de Xonacatlan se encontré un 3.7% de
Cryptosporidium, y en relacion a las diferentes etapas de desarrollo de los porcinos,
solamente se encontré en cerdos de engorda (1/27). También llama la atencién que en la

granja de Coatlan no se haya encontrado Cryptosporidium. Tabla 10.
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La prevalencia que se encontré en porcinos de este trabajo fue muy baja (1.3%), por
debajo de la esperada (35%); comparada con la reportada por Kvac et al. (2009) del
21.1%, por Johnson et al. (2008) que fue de 22.1% e incluso més baja que la reportada
por etapa productiva, solo se encontrd 1/27 de cerdos en engorda y de acuerdo a la etapa
productiva se ha reportado una prevalencia de 8.3-31% en Noruega y de 10.6-32.7% en
Dinamarca (Johnson et al., 2008; Sofie et al., 2007). Este trabajo es importante porque
nos mostrd la prevalencia de Cryptosporidium spp en dos zonas del estado de México, y
cabe sefialar que no existen informes que muestren la prevalencia de esta parasitosis en

cerdos de México.

9. CONCLUSIONES

1.- En este estudio se mostré que los ovinos son portadores y diseminadores del
genotipo “E” de Giardia, aunque no podemos descartar que también se encuentre el
genotipo “A” y “B” (potencialmente zoondticos) tampoco lo podemos afirmar, porque

solamente se genotipificaron dos muestras.

2.- Es importante realizar estudios que hablen de prevalencia de Giardia en porcinos ya

que en México no hay estudios.

3.-Las tres especies de animales domésticos, bovinos, porcinos y ovinos son portadoras
y potencialmente diseminadoras de Cryptosporidium spp. Es importante sefialar que a
pesar de que la granja de bovinos es semi-tecnificada y con piso de concreto la

prevalencia fue mayor que en las otras especies domésticas.

4.-Es necesario realizar mas estudios, incrementar el tamafio de la muestra y
genotipificar, para conocer los genotipos predominantes en este tipo de ganado y si es

factible que se puedan correlacionar con el cuadro clinico.
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11. ANEXO A (Soluciones)

A) COPROPARASITOSCOPICOS (CPS)
1.- EXAMEN DIRECTO EN FRESCO
Solucion salina isotonica

Cloruro de sodio 859
H,O 1000 ml

Lugol parasitoldgico

Yoduro de potasio 109
Yoduro cristaloide 50
H-0 100 ml

a) Solucidén concentrada: se disolvieron 10 g de yoduro de potasio en 100 ml de
agua destilada y en se agregaron 5 g de yodo cristaloide, se agitd constantemente
y posteriormente se almacend en un frasco ambar hasta su uso.

b) Solucion de trabajo: se mezclaron volumenes iguales 1:1 de la solucion
concentrada y agua destilada. (Nota, se sugiere evitar los frascos goteros por que
el lugol los destruye, utilizar goteros especiales con tapon esmerilado).

2.- EXAMEN DE CONCENTRACION FLOTACION (FAUST)

Sulfato de zinc 1.180° Bé

Sulfato de Zinc 3509
H20 500 ml

Se disolvié el sulfato de zinc en agua destilada, hasta ajustarla (con un
densitdmetro) a una densidad a 1.180° Bé y la solucién se almacend hasta su
uso.

Lugol parasitoldgico (ver directo en fresco).

3.- TINCION DE ZIELH-NEELSEN MODIFICADA

Colorante verde brillante al 0.5%

Verde brillante  0.5¢g
Agua destilada 100 ml
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El colorante verde brillante se colocd en un matraz de 250 ml, se agrego el agua,
poco a poco mezclando constantemente, se filtrd (con papel filtro), se colocd en
un frasco gotero y se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

Colorante de carbol-fuscina

Pararosanilina 0.85¢g

Fenol 2549

Glicerol 5.0 ml
DMSO 5.0 ml
Etanol 5.0 ml

Agua destilada 75 ml

La pararosanilina se coloc6 en un matraz de 250 ml, se agregd el glicerol y se
calentd (dos horas a 60°C), se dejo enfriar, posteriormente se adicion6 el DMSO,
etanol, agua destilada y se mezcl6. Se almacend a temperatura ambiente por 14
dias para la estabilizacion del colorante. Posteriormente se filtrd, se depositd en
un frasco gotero y se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

Alcohol acido
Etanol al 70% 98 ml
Acido 2ml
clorhidrico

En un matraz de 250 ml se colocé el etanol al 70%, el &cido clorhidrico se
agregd lentamente por las paredes del matraz y se mezcld. Se depositd en un
frasco gotero y se almaceno a temperatura ambiente hasta su uso.

4.- TECNICA DE CONCENTRACION FLOTACION (SHEATHER)
Solucién concentrada de sacarosa

Sacarosa 500 g
Fenol 509
Agua destilada 320 ml

En un vaso de precipitados se coloco el agua, se adicioné la sacarosa lentamente
y con agitacion continua (agitador magnético). Al llegar al punto de saturacion
se agrego el fenol y el resto de la sacarosa. Se vacié a un frasco de vidrio con
tapdn de rosca, se etiquetd y se almacend a 4°C hasta su uso.

Amortiguador de fosfatos (0.025M)
Fosfato de sodio monobésico 1.72 g
Fosfato de sodio dibasico 1779
Agua destilada 500 ml

En un vaso de pp se colocaron 400 mL de agua, se adicionaron los fosfatos, se
disolvieron con agitacion continua y se ajusto apH 7.0. Se afor6 a 500 mL.
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Amortiguador de fosfatos (0.025M) y Tween 80 (1%0)

Amortiguador de 99 mi
fosfatos
Tween 80 1ml

Se mezclaron las soluciones (se agito con cuidado, debido a que el Tween es un
detergente). Se vacio en un frasco de vidrio con tapén de rosca, se etiquetd y
almaceno a 4°C hasta su uso.

5.- SOLUCIONES PARA LAS TECNCIAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A) Amortiguador tris boratos con sal disodica del acido etilendiamina
tetraacetico (TBE 20x) 1000 ml

Tris base 121049
Acido borico 61.7 9
EDTA-Na,*2H,0 7.44 ¢
(20.0 mM)

H,O desionizada  1000.0 ml

Los reactivos se disolvieron en 800 ml de agua desionizada, se aforé a 1000 ml
y se almacené a temperatura ambiente.

B) Amortiguador TE (Tris/fEDTA) 100 ml

EDTA-Na,*2H,0 93.05¢g
H,O desionizada  Aforar a 500ml

El EDTA se vacio en un vaso de 600 ml, se agregaron 300 ml de agua, se

ajusté el pH a 8.0 con NaOH 10 M, se afor6 a 500 ml y se esterilizd por
autoclave.

C) RNAsa A
RNAsa A 10.0 mg
TE 1.0 ml

La RNAsa A se disolvié en 1.0 ml de TE, se aclicuot6 en 10 partes iguales
(100.0 pul) y se almacenaron a -20° C hasta su uso.

D) Solucion de Bromuro de Etidio (Brg) 10 mg/ml

Bromuro de etidio 50.0 mg
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Agua desionizada esterilizada 5.0 ml

Se mezcld el bromuro con el agua, se deposit6 en un frasco de color &mbar y se
almacend a 4° C hasta su uso.

Este reactivo se utiliz6 para visualizar acidos nucleicos (DNA y RNA) ya que
emite fluorescencia cuando se excita con una longitud de onda de 250 a 310
nm. Se manejo con guantes y se evitd la inhalacion, ya que es un reactivo
altamente mutagénico y produce dafio irreversible.

E) Gel de agarosa al 1%

Agarosa 300 mg
TBE 30.0 ml
BrE 0.5 ul

El molde para hacer el minigel se sell6 en los dos extremos laterales con cinta
adhesiva (permacel) y se colocd el peine formador de pozos.
En un matraz de 100.0 ml se afiadié la agarosa y el amortiguador TBE, se

fundi6 la agarosa, se agregd el BrE, se mezcld evitando la formacion de
burbujas y se vacié al molde en un ambiente de 4° C para que gelifique.

D) Proteinasa K

Proteinasa K.  10.0 mg

TE. 1.0 ml
La proteinasa K se disolvio en 1.0 ml de TE, se alicuot6 en 10 partes (100.0 ml) y se
almacend a —20°C hasta su uso.

E) Solucion de lisis

Solucién de lisis 5.0 ml.

Reactivo Concentrada Necesaria Tomar

TrispH 7.4 2.0m 10.0 mm 25.0 ul
EDTA 0.5m 10.0 mm 100.0 ul
NacCl 50m 50.0 mm 150.0 pul
SDS 10.0% 0.4% 200.0 ul
H20 4525.0 ul

Proteinasa K 10.0 mg/ml 200.0 pg/ml 20.0 pl
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En este orden se disolvieron los primeros cuatro reactivos, se afor6 a 5.0 ml con agua
desionizada y esterilizada. La proteinasa K se agregd en el momento de la lisis de los
quistes.
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12. ANEXO B (laminas en color)

Lamina 1. Giardia intestinalis en ovinos.

Fig. 18. A) Microfotografia que muestra un quiste de G. intestinalis tefiido con lugol (40x). B) Quistes
de G. intestinalis observados en contraste de fases (40x).

Lamina 2. Cryptosporidium spp en las diferentes especies domésticas (100x). Tincién
de Zielh-Neelsen.

Fig. 19. Micrografias de ooquistes de Cryptosporidium obtenidos de bovinos, tefiidos con Zielh-Neelsen.
A) y B) Se observan estructuras esféricas (flechas), de color rojo, de = 4 um de diametro (100x). Cada
linea de la regleta es igual a 1.0 um.
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Fig. 20. Micrografias de ooquistes de Cryptosporidium. A) Ooquiste de Cryptosporidium spp obtenido de
un porcino (flecha). B) Ooquiste de Cryptosporidium spp obtenido de un ovino (flecha). En ambos casos
observados a 100X. Cada linea de la regleta es igual a 1.0 pm.

Lamina 3. Fotografias de las granjas de las especies analizadas.

Fig. 21. a) Panoramica de la granja de bovinos. b) Ganado lechero Holstein-Fresian y c) Instalaciones
para becerros 1-6 semanas.
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Lamina 4. Granja e instalaciones de los porcinos.

Fig.22. A) Instalaciones de maternidad, B) Instalaciones de porcinos destetados y C) Instalaciones de
porcinos de engorda.

Lamina 5. Granja e instalaciones de ovinos.

Fig. 23. A) Instalaciones rusticas y B) Ovinos de zona norte del Estado de México.
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