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RESUMEN

Prevalencia y factores de riesgo asociados a Cryptosporidium spp en corderos
y su diseminacion en aguas superficiales del municipio de Culiacan, Sinaloa

Nohemi Castro del Campo

Con el objetivo de determinar la prevalencia y algunos factores de riesgo asociados con
Cryptosporidium spp en corderos de pelo y su diseminacién en aguas superficiales, se
desarrollé un estudio epidemiolégico observacional tipo transversal en el municipio de
Culiacan, Sinaloa, México. Para ello, un total de 23 unidades de produccion ovinas (UPO) con
dos distintos sistemas de produccion fueron evaluadas. En el muestreo se incluyeron corderos
entre 1 y 90 dias de edad. Durante la época de verano-otofio de 2014 e invierno 2014-
primavera 2015 se colectaron un total de 1900 muestras fecales que fueron tefiidas con la
técnica Ziehl-Neelsen modificada y examinadas bajo el objetivo de inmersién (100X) para
permitir la identificacién del protozoario. Las muestras de agua se colectaron de tres rios y
tres canales agricolas, y se procesaron mediante el método EPA 1623 de los Estados Unidos
para el aislamiento y cuantificacion del protozoario; la viabilidad de ooquistes se determiné
mediante microscopia de fluorescencia y contraste de interferencia diferencial. En los
corderos, la prevalencia de Cryptosporidium durante verano-otofio fue del 41.58% [Intervalo
de confianza (IC) 95% 38.70; 44.40%], y dentro de las UPO vari6é de 27.80 a 77.80%; en el
conteo semicuantitativo se observo el 61.60% de las muestras con un ooquiste; el riesgo de
un animal positivo a Cryptosporidium fue 2.2 veces mayor en otofio que en verano y 2.3 veces
mayor donde el suministro de agua proviene de dique. En época de invierno-primavera la
prevalencia fue 45.39% [Intervalo de confianza (IC) 95% 41.81; 49.01%], con variacién dentro
de las UPO de 25 a 68%; la observacion de 2 a 5 ooquistes por muestra en el conteo
semicuantitativo tuvo la frecuencia mas alta con 41.45%; el riesgo de un animal positivo a
Cryptosporidium fue 2.64 veces mayor en primavera que en invierno y 1.58 veces mayor
riesgo de presentar el protozoario en la zona de produccién de valle. En las muestras de agua
los ooquistes de Cryptosporidium parvum fueron observados en el 100% del agua analizada;
la concentracion total de ooquistes y ooquistes viables/L fue de 48 (IQR 30-200.8) y 22 (IQR
10-142.1), respectivamente, con rango de viabilidad de 25% (10/40) a 77.7% (290/373). Los
valores de ooquistes viables y viabilidad fueron similares entre afluentes de agua, aunque
numéricamente en el agua de rio se observé 7.9% mas ooquistes viables. Los lugares de
muestreo estuvieron cercanos a unidades de produccién ovinas y en contacto con otros
animales en pastoreo. Este es el primer estudio de prevalencia de Cryptosporidium spp en
corderos de pelo en Sinaloa, México. Se concluye que la prevalencia general de
Cryptosporidium spp en corderos durante las cuatro épocas fue 43.48% y se observo en el
100% de las UPO con variacion de 25 a 78% con factores de riesgo asociados a época de
otofio y primavera, agua de dique y la zona de produccién en valle. En el agua se detect6 en
todas las muestras ademas, su viabilidad (51.6%) fue demostrada en aguas superficiales de
rios y canales en rangos superiores a la dosis infectiva; por estos hallazgos el microorganismo
debe considerarse como un problema endémico y al presentarse de manera ininterrumpida
tanto en UPO y agua representa un riesgo para la salud publica y animal.

Palabras clave: Cryptosporidium, prevalencia, corderos, factores de riesgo, aguas
superficiales.



ABSTRACT

Prevalence and risk factors associated with Cryptosporidium spp in lambs and their
spread in surface waters of the municipality of Culiacan, Sinaloa

Nohemi Castro del Campo

In order to determine the prevalence and some risk factors associated with Cryptosporidium
spp In lambs of hair and its dissemination in superficial waters, an observational
epidemiological cross-sectional study was developed in the municipality of Culiacan, Sinaloa,
México. For this, a total of 23 sheep production units (UPO) with two different production
systems were evaluated. Lambs between 1 and 90 days of age were included in the sampling.
During the summer-autumn of 2014 and winter 2014-spring 2015, a total of 1900 fecal samples
were collected and stained with the modified Ziehl-Neelsen technique and examined under the
immersion objective (100X) to allow the identification of the protozoan. The water samples
were collected from three rivers and three agricultural channels, and were processed by US
EPA method 1623 for the isolation and quantification of the protozoan; the viability of oocysts
was determined by fluorescence microscopy and differential interference contrast. In lambs,
the prevalence of Cryptosporidium during summer-fall was 41.58% [Confidence interval (Cl)
95% 38.70; 44.40%], and within the UPO it varied from 27.80 to 77.80%; in the
semiquantitative count, 61.60% of the samples were observed with an oocyst; the risk of an
animal positive to Cryptosporidium was 2.2 times higher in autumn than in summer and 2.3
times higher where the water supply comes from a dike. In winter-spring, the prevalence was
45.39% [Confidence interval (Cl) 95% 41.81; 49.01%], with variation within the UPO from 25
to 68%; the observation of 2 to 5 oocysts per sample in the semiquantitative count had the
highest frequency with 41.45%; the risk of an animal positive to Cryptosporidium was 2.64
times higher in spring than in winter and 1.58 times higher risk of presenting the protozoan in
the valley production zone. In the water samples the oocysts of Cryptosporidium parvum were
observed in 100% of the water analyzed; the total concentration of viable oocysts and oocysts
/ L was 48 (IQR 30-200.8) and 22 (IQR 10-142.1), respectively, with a feasibility range of 25%
(10/40) to 77.7% (290/373). The values of viable oocysts and viability were similar among
water tributaries, although numerically 7.9% more viable oocysts were observed in river water.
The sampling sites were close to sheep production units and in contact with other grazing
animals. This is the first study of the prevalence of Cryptosporidium spp in hair lambs in
Sinaloa, Mexico. It is concluded that the general prevalence of Cryptosporidium spp in lambs
during the four seasons was 43.48% and was observed in 100% of the UPO with variation of
25 to 78% with risk factors associated with autumn and spring season, dike water and the
valley production zone. In the water was detected in all the samples in addition, its viability
(51.6%) was demonstrated in surface waters of rivers and channels in ranges above the
infective dose; due to these findings, the microorganism must be considered as an endemic
problem and, when presented uninterruptedly in both UPO and water, it represents a risk to
public and animal health.

Key words: Cryptosporidium, prevalence, lambs, risk factors, surface water.



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA
1.1 INTRODUCCION

Cryptosporidium es un protozoario intestinal de distribucidn mundial,
principalmente en climas calidos y humedos (Green et al., 2004), con prevalencias en
ovinos desde el 11.3% en Iran (Gharekhani et al., 2014), 45% en India (Ahamed et
al., 2015), 2.50% en Egypto (Mahfouz et al., 2014), 13.1% en Bélgica (Geurden et al.,
2008)y 67.5% en México (Romero et al., 2016). La transmision de la criptosporidiosis
es de tipo horizontal y ocurre por la via fecal-oral donde la principal fuente de infeccion
son las heces de neonatos con diarrea, debido a el elevado numero de ooquistes que
excretan durante la fase aguda de la enfermedad (Fredes, 2015). Las infecciones por
Cryptosporidium spp estan asociados a un amplio espectro de factores, que
interactuan propiciando la presentacion del protozoario en diferentes niveles; dentro
de éstos, las caracteristicas propias del animal como la edad, etapa productiva e
interaccion con otros microorganismos (Castro-Hermida et al., 2002; Khezri et al.,
2013; Alonso et al., 2016), mientras que dentro de los ambientales se encuentran la
época del afio, sistemas de produccidn, higiene y agua (Baris et al., 2009; Hernandez
y Cortéz, 2012; Bueno et al., 2017). El efecto de las actividades agricolas y ganaderas
y su contribucién a la contaminacion de aguas también son de gran importancia, ya
que la gestion adecuada de los residuos ganaderos es fundamental para evitar la
contaminacion ambiental, en especial de este importante recurso hidrico (Koloren et
al., 2017; Gracenea et al., 2011; Tryland et al., 2011). Estudios acerca de la
concentracion de Cryptosporidium en aguas se reportan en Espafia, 18.4% (7
ooquistes/L) en canales de riego cuya agua es utilizada tanto para fines agricolas
como de consumo humano (Gracenea et al., 2011); en aguas superficiales de Canada,
75% (26.13/100 L), donde también se observd efecto de estacionalidad (otofio y
verano) y asi mismo asociadas con la estacionalidad de infecciones humanas de esa
region (Lapen et al., 2016). Debido a que Cryptosporidium spp ha sido referido
mundialmente como un patdégeno importante en animales jéovenes y en aguas, el
objetivo de esta investigacion fue determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp
en corderos de pelo y detectar los factores de riesgo asociados a la infecciéon y su

diseminacion en aguas superficiales.



1.2. REVISION DE LITERATURA
1.2.1. Cryptosporidium

1.2.1.1. Breve historia de Cryptosporidium

El género Cryptosporidium (esporoquistes ocultos) fue nombrado a principios
del siglo pasado por Tyzzer en 1907, tras encontrar oocistos de Cryptosporidium muris
en las glandulas pépticas de un ratéon (Mus musculus); en 1910 describe la estructura
del oocisto y el ciclo enddégeno en ratones infectados experimentalmente, sin
embargo, se le reconocié como agente causal de enfermedad hasta 1955, con la
descripcion de Cryptosporidium meleagridis en pavos (Slavin, 1955) y mas adelante,
en los afos 70, con el descubrimiento de Cryptosporidium infectando ganado bovino
productor de carne (Panciera et al., 1971), fue cuando se empezd a apreciar su
importancia en veterinaria. En ovejas, la infeccién por Cryptosporidium se describio
por primera vez en Australia en corderos con diarrea de 1-3 semanas de edad (Barker
y Carbonell, 1974). Sin embargo, debido a la asociaciéon con otros microorganismos,
el papel de Cryptosporidium spp como agente enteropatdogeno era poco claro, hasta
1980 donde se le atribuyé un brote de diarrea neonatal en becerros atribuido
exclusivamente a este protozoario (Tzipori et al., 1980). Estudios posteriores
destacaron el papel de Cryptosporidium en otras especies animales causando
diarreas, morbilidad y mortalidad elevadas (Mufoz et al., 1996; De Graaf et al., 1999;
Lindsay et al., 2000). En humanos, a partir de la década de los 80 se asocidé a
infecciones en pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana (CDC, 1982), sin
embargo su importancia para la salud publica no se reconocié hasta 1993 donde
causo un gran brote epidémico por contaminacion de aguas de consumo (Mac Kenzie
et al., 1994).

En la actualidad, numerosas especies de Cryptosporidium han sido
identificadas basandose en parametros que incluyen no solo los datos morfolégicos
sino también los aspectos bioldgicos, la especificidad por el hospedador y las
particularidades moleculares (Garcia, 2012) y se proponen unas 30 especies del
género Cryptosporidium como validas donde humanos y ganado son los

hospedadores de 14 y 13 de las 30 especies nombradas, respectivamente. Sin



embargo, hay al menos nueve especies que se comparten entre humanos y ganado
(Slapeta, 2013).

1.2.1.2. Clasificacién taxonémica y etiologia de Cryptosporidium

El género Cryptosporidium esta inlcuido en el Phylum Apicomplexa, Clase
Sporozoea, subclase Coccidia, Orden Eucoccidiida, suborden Eimeriia y Familia
Cryptosporidiidae (Cordero et al., 2002; Fayer et al., 2012) (Cuadro 1). Hasta la fecha,
el estado taxondmico del género Cryptosporidium sigue siendo enigmatico, ya que los
descubrimientos moleculares sobre la especiacion del género aun son un desafio para
taxonomistas (Abdelsamad, 2014); aun asi la caracterizacion molecular de aislados
de Cryptosporidium ha permitido clarificar la confusa taxonomia de las especies de
este género y validar la existencia de diferentes especies en cada clase de
hospedador, nuevas especies de Cryptosporidium se han denominado basandose en
diferentes parametros que incluyen no solo los datos morfolégicos sino también los
aspectos biologicos, la especificidad por el hospedador y las particularidades
moleculares (Garcia, 2012).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Cryptosporidium.

CLASIFICACION CARACTERISTICAS

Phylum

Apicomplexa Complejo apical presente en todas las
especies parasitarias

Clase

Sporozoea Reproduccién de esporozoasida asexual y
sexual, produce por oocistos

Subclase

Coccidiasina El ciclo de vida de Coccidiasina
generalmente involucra merogonia,
gametogonia y esporogonia, pequefos
gamontes

Orden

Eucoccidiorida Merogonia y esporogonia presente

Suborden

Eimeriorina Macro y micro gamontes se desarrollan
independientemente; el zigoto no es movil

Familia

Cryptosporidiidae Ooquistes contienen cuatro esporozoitos

desnudos  (sin  esporoquistes),estados
endogenos y ciclos de vida monoxenos

(Ghazy et al., 2015).



Es conocido que el genoma de este parasito es muy pequefio, pues contiene
todo su ADN en solo ocho cromosomas (Gomez y Aguirre, 2017). Las especies
descritas claramente con nombres cientificos estables son basicos y esenciales para
la comprension de la epidemiologia, por ello los principios para nombrarlos se proveen
por el Cadigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN), y segun su Articulo 13
y descripciones recientes adoptd las pautas de Xiao et al. (2004; 2007) y se han
aplicado para aceptar los nombres de especies proporcionados en el cuadro 2 (Ryan
et al, 2014). Tres especies de Cryptosporidium corresponden a aves
(Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi y Cryptosporidium galli), 19 son
especies de mamiferos (Cryptosporidium muris, Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium  wrairi, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium andersoni,
Cryptosporidium  canis, Cryptosporidium  hominis,  Cryptosporidium  suis,
Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium fayeri, Cryptosporidium macropodum,
Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium xiaoi, Cryptosporidium ubiquitum,
Cryptosporidium cuniculus, Cryptosporidium tyzzeri, Cryptosporidium viatorum,
Cryptosporidium scrofarum y Cryptosporidium erinacei), una especie en anfibios
(Cryptosporidium fragile), dos especies de reptiles (Cryptosporidium serpentis y
Cryptosporidium varani), y dos especies en peces (Cryptosporidium molnari y
Cryptosporidium huwi) (Ryan y Xiao, 2014; Ryan et al., 2014, 2015; Ryan y Hijjawi,
2015). En ovinos, las especies mas frecuentemente descritas son Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium scrofarum, Cryptosporidium
xiao, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium andersoni y
mas recientemente Cryptosporidium ubiquitum (Ryan et al., 2014; Koinari et al., 2014;
Li et al., 2016; Kaupke et al., 2017); aunque por su ubiquidad, elevadas prevalencias
y potencial zoondético Cryptosporidium parvum se considera una de las especies mas

importantes (Ghazy et al., 2015).



Cuadro 2. Especies validas de Cryptosporidium (Ryan et al., 2014)

NOMBRE DE ESPECIE AUTOR (ES) TIPO DE HOSPEDADORES HOSPEDADOR REPORTES EN
PRINCIPAL HUMANOS

C. muris Tyzzer (1907, 1910) Tame mice Roedores Numerosos reporte
(ef. Feng et al. 2011)

C. wrairi Vetterling et al. (1971) Cavia porcellus (cerdo) Cerdos Ningun reporte

C. felis Iseki (1979) Feliz catis (gato) Gatos Muchos reportes
(cf.Lucio-Forster et
al.2010)

C. serpentis Levine (1980) Elaphe guttata, E. subocularis, Serpientes y lagartos Ningun reporte

Sanzinia madagascarensus
(serpientes)
C. meleagridis Slavin (1955) Meleagris gallopavo (turquia) Aves y humanos Reportes en humanos
C. parvum Re: Upton and Current Bos taurus (ganado) Rumiantes Comunmente
(1985) reportes en humanos
Tyzzer (1912)

C. baileyi Current et al. (1986) Gallus gallus (gallinas) Aves Ningun reporte

C. varanii Pavlasek et al. (1995) Varanus prasinus (monitor Lagarto Ningun reporte

esmeralda)

C. andersoni Lindsay et al. (2000) Bos taurus (ganado) Ganado Leoni et al. (2006);
Morse et al. (2007);
Waldron et al. (2011);
Agholi et al. (2013);
Liu et al. (2014)

C. canis Fayer et al. (2001) Canis familiaris (perro) Perros Muchos reportes
(cf.Lucio-Forster et
al.2010)

C. molnari Alvarez-Pellitero y Sitja- Sparus aurata'y Dicentrarchus Peces Ningln reporte

Bobadilla (2002) labrax (peces)

C. homines Morgan-Ryan et al (2003) Homo sapiens (humano) Humanos Especies comUnmente
en humanos

C. galli Re: Ryan et al. (2003) Spermetidae, Fragillidae, Gallus ~ Aves Ningun reporte

Pavlasek (1999) galles, Tetrao urogallus,
Pinicola enucleator (aves)

C. suis Ryan et al.(2004) Sus scrofa (cerdo) Cerdos Xiao et al. (2002a);
Leoni et al. (2006);
Cama et al. (2007);
Wang et al. (2013)

C. bovis Fayer et al. (2005) Bos taurus (ganado) Ganado Khan et al. (2010); Ng
et al. (2012);Helmy et
al.(2013)

C. fayei Ryan et al. (2008) Macropus rufus (canguro) Marsupiales Waldron et al. (2010)

C. fragile Jirku et al. (2008) Duttaphrymus melanostictus Sapos Ningun reporte

(sapos)

C. macropodum Power y Ryan(2008) Macropus giganteus (canguro) Marsupiales Ningun reporte

C. ryanae Fayer et al.(2008) Bos taurus (ganado) Ganado Ningun reporte

C. xiaoi Fayer et al.(2010) Ovis aries (oveja) Ovejas y cabras Adamu et al.(2014)

C. ubiquitum Fayer et al.(2010) Bos taurus (ganado) Rumiantes, roedores Comunmente reporte

y primates (cf. Faye et al.2010;
Elwin et al.2012)
C. cuniculus Re: Robinson et al. (2010) Oryctolagus cuniculus (conejo Conejos Chalmers et
Inman y Takeuchi (1979) europeo) al.(2009);Anon (2010);
Molloy et al.(2010);
Chalmers et al.(2011)
C. tyzzer Re: Ren et al. (2012) Mus musculus (ratén) Roedores Raskova et al.(2013
Tyzzer (1912)(C. parvum)

C. viatorumi Elwin et al. (2012b) Homo sapiens (humano) Humanos Elwin et al. (2012b);
Insulander et al.
(2013)

C. scrofarum Kvac et al. (2013b) Sus scrofa (cerdos) Cerdos Kvac et al. (2009a);
Kvac et al.(2009b)

C. erinacei Kvac et al. (2014b) European hedgehog (erinaceus  Caballos Kvac et al.(2014a)

europaeus)




1.2.1.3. Caracteristicas morfolégicas

El ooquiste es la forma infectante y de resistencia de Cryptosporidium (del
griego: “espora oculta”). Es el unico estadio que se encuentra fuera del hospedador y
que permite la diseminacién de la infeccion (Fayer, 2004). Los ooquistes de
Cryptosporidium spp se observan esféricos, u ovoides, translucidos y refringentes al
microscopio optico (Lindsay et al., 2000; Xiao et al., 2004), sus medidas dependen de
la especie de Cryptosporidium (Cuadro 3) y oscilan de 3 a 8.4 um (Navarro et al.,
2011). Las caracteristicas de estos se presentan en la figura 1. Un ooquiste maduro
de Cryptosporidium spp esta constituido por una pared que le confiere resistencia
(Jenkins et al., 2010), la capa externa, de 5 nm de espesor, presenta abundante
material filamentoso y glicoproteinas acidas; puede ser parcialmente eliminada por
efecto del hipoclorito de sodio; esta separada por 5 nm de distancia de una capa
central rigida y electrodensa, de 10 nm de espesor, de composicion lipidica y
glicoproteica, lo que le confiere propiedades de acido-alcohol resistencia: la capa
interna, de composicién glicoproteica, presenta 20 nm de espesor y provee a la pared
cierta rigidez y a la vez elasticidad; una caracteristica unica que distingue al género
es la presencia de una linea de sutura en la pared del ooquiste, la cual durante el
desenquistamiento permite la salida de los esporozoitos (Petry, 2000; Fayer, 2004).
Cada oocisto contiene cuatro esporozoitos desnudos, y estos estan desarrollados y
completamente infeccioso tras la excrecion (a diferencia de otros géneros de
Apicomplexa como Eimeria spp, Cystoisospora spp o Toxoplasma gondii para el cual
un periodo de desarrollo en el ambiente es necesaria para la excrecion posterior;
ademas, a diferencia de estos otros géneros de Apicomplexa, los esporozoitos estan
desnudos, en lugar de estar contenidos dentro de los esporoquistes dentro del
ooquiste (Jenkins et al., 2010). El esporozoito es alargado, con forma de coma, con el
extremo apical afinado y el posterior redondeado; los microtubulos, situados
lateralmente por debajo de la membrana plasmatica unidos al anillo polar, recorren el
cuerpo del esporozoito desde el apice hacia su parte media, éstos permiten su
desplazamiento y actuan durante el proceso de invasion (Carey et al., 2004). En el
extremo anterior del esporozoito se presenta el complejo apical, compuesto por

organelas secretorias (roptrias, micronemas, granulos densos) y componentes no



vesiculares (conoide y microtubulos subpeliculares), las roptrias y los micronemas le
permiten al zoito adherirse e invadir la célula hospedadora e inducirla a envolver al
parasito en la vacuola parasitéfora (Boulter et al., 2007). Las roptrias son organelas
con forma de maza, cuyo contenido se descarga durante la internalizacién del
parasito; en Cryptosporidium parvum, una de sus roptrias se extiende hacia el sitio de
adhesion y colabora en la transformacion de la membrana plasmatica de la célula
hospedadora en vacuola parasitéfora; los micronemas participan en el reconocimiento
de la célula hospedadora, la motilidad y la adherencia mediada por receptor; existen
varias clases de proteinas asociadas a los micronemas, la glicoproteina 900 (GP 900)
esta presente en los micronemas, y en estadios invasivos del parasito se situa en la
superficie, participa activamente en el proceso de invasion; las proteinas adhesivas
relacionadas con las trombospondinas (TRAPs), se pueden hallar inclusive en otros
Apicomplexa, estarian relacionadas con la motilidad, adherencia e invasion del
parasito; los granulos densos presentan proteinas que se asocian con la vacuola
parasitéfora o con estructuras vacuolares luego de su exocitosis. En el extremo
posterior del esporozoito se situa el nucleo, y proximo a él, se ubica una organela

semejante a una mitocondria (Petry, 2000).

Figura 1. Morfologia de las fases de ooquiste y esporozoito de C. parvum
(modificado de Snelling et al., 2010 por Gémez-Sandoval, 2016).
Cryptosporidium posee ciertas particularidades que parecerian distanciarlo de otros
coccidios como son la localizacion peculiar dentro de la célula huésped, intracelular
pero extracitoplasmatica, que confina los estadios de desarrollo endégeno a la

superficie apical de las células epiteliales; la unidon del parasito a la célula huésped a



través de una organela multimembranosa en la base de la vacuola parasitéfora que

facilita la incorporacién de nutrientes desde la célula huésped; la presencia de dos

tipos morfofuncionales de ooquistes, los de paredes gruesas que son excretados, y

los de paredes delgadas, responsables de la iniciacion del ciclo auto infectivo en el

huésped infectado; el tamafio pequefo de los ooquistes que carecen de estructuras

morfologicas tales como micrépilo, esporoquistes y granulos polares y, finalmente, la

insensibilidad a todos los agentes anticoccidiales debido a la ausencia del plastido

apicomplexa (Hijjawi et al., 2002).

Cuadro 3. Especies aceptadas del género Cryptosporidium y caracteristicas

morfométricas de los ooquistes.

Afio Especie Hospedador principal Localizacién Tamafio coquiste ("™
1910 C.muris Raton Estéomago Intestino delgado 8.4.x6.3
Intestino delgado (7.5-9.8 x 5.5-7.0)
1912 C.parvum Bovino 50x4.5
Humano (4.5-5.4 x 4.2-5.0)
Otros mamiferos
1955 C. meleagridis Pavo Intestino delgado 52x4.6
(4.5-6.0 x 4.2-5.3)
1971 C.wrairi Conejo de indias Intestino delgado 54 x4.6
(4.8-4.6 x 4.0-5.0)
1979 C.felis Gato Intestino delgado 46 x4.0
(3.2-5.1 x 3.0-4.0)
1980 C. serpentis Serpientes Estémago 6.2x5.3
(5.6-6.6 x 4.8-5.6)
1986 C. baileyi Gallina Bolsa de Fabricio 6.2x4.6
Cloaca (5.6-6.3 x 4.5-4.8)
1995 C.varanii Lagartos Estémago 48 x4.7
Intestino delgado (4.8-5.1%x 4.4-4.8)
2000 C.andersoni Bovino Abomaso 74 %55
(6..0-8.1x 5.0-6.5)
2001 C. canis Perro Intestino delgado 4.95 x4.71
2002 C.hominis Humano Intestino delgado 49 x5.2
(4.4-5.5% 4.4-5.9)
2002 C.molnari Dorada Estomago (intestino) 472 x 4.47
Lubina (3.2-5.5x 3.0-5.0)
2003 C.galli Aves Protoventriculo 8.2x6.3
(8.0-8.5x 6.2-6.4)
2004 C.suis Cerdo Intestino grueso 46x4.2
Intestino delgado (4.4-4.9%x 4.3-4.0)
2005 C. bovis Bovino Intestino delgado 5.0x4.5
(4.7-5.3 % 4.2-4.8)
2008 C.fayeri Canguro rojo Intestino delgado 49x%x43
Otros marsupiales (4.5-5.1 % 3.8-5.0)
2008 C.fragile Anfibio Estomago 6.2x5.5
(56.5-7.0% 5.0-6.5)
2008 C.ryanae Bovino Desconocido 3.73 x3.16 (2.9-4.4x 2.9-3.7)
2008 C. macropodum Canguro gris Desconocido 49 x54 (4.5-6.0x 5.0-6.0)
2009 C.xiaoi Ovino Desconocido 3.9 x3.4 (2.9-4.4x 2.9-4)
2010 C. ubiquitum Bovino Desconocido 519 x 4.87
Ratén Intestino delgado (4.9-5.6 x 4.4-5.4)
Otros mamiferos
2010 C.cuniculus Conejo Intestino delgado 598 x5.38
Humano (56.5-6.4 x 5.02-5.9)

(Cuadro modificado de Navarro et al., 2011)



1.2.1.4. Biologia de Cryptosporidium

Para todas las especies de Cryptosporidium, el ciclo de vida es directo (sin
hospedador intermedio) (Figura 2) sin embargo, es bastante complejo y tiene tanto un
ciclo sexual como un ciclo asexual (Robertson, 2014).

La etapa de transmision es el ooquiste; quienes son la unica etapa exdgena

y se excreta en las heces de huéspedes infectados (Robertson, 2014). El ciclo
comienza con la ingestion de ooquistes con pared gruesa de la fuente externa o bien
por autoinfeccion con los ooquistes de pared delgada (Siddiki y Masuduzzaman;
2009), luego la sutura del ooquiste se abre en el tracto gastrointestinal y libera a los
esporozoitos desnudos infecciosos teniendo afinidad por los enterocitos del ileon y en
especial por las placas de Peyer; en un proceso mediado por ligandos especificos en
la superficie de los esporozoitos y receptores en la célula anfitriona, el esporozoito se
une a la membrana apical de la célula epitelial del huésped, cuya unién induce la
reorganizacion de la actina del citoesqueleto de la célula huésped y protrusion de la
membrana alrededor del esporozoito para formar una vacuola en que el organismo
permanece intracelular pero extracitoplasmatico (Figura 2 1B a 1F) (Tzipori y Widmer,
2000; Chen et al., 1998; Chen y LaRusso; 2000), y es en la base de la vacuola (Figura
2 1E y 1F) donde se facilita la absorcion de nutrientes por el parasito (Chen et al.,
1998; Elliott et al., 2001). Aqui da principio la fase de multiplicacion asexual, y el
parasito sufre dos ciclos merogdénicos, donde los esporozoitos se transforman en
trofozoitos, durante la primera merogonia; los trofozoitos se divididen en tres
ocasiones y dan lugar a 8 merozoitos dentro de un meronte, denominado Tipo |, el
cual se rompe y los merozoitos liberados ingresan en una nueva célula epitelial dando
lugar a nuevos merontes; la reproduccion asexual se puede dar de manera indefinida
originando merontes tipo | (con 6-8 merozoitos) que pueden multiplicarse
continuamente o transformarse en merontes Tipo I, (con 4 merozoitos) (O'Hara y
Chen 2011).

Los merozoitos del meronte Tipo Il son liberados y parasitan nuevas células,
llevando a cabo la fase de gametogonia, al diferenciarse en macrogametocito
(femenino) o microgametocito (masculino), el macrogametocito evoluciona a

macrogameto, el cual es inmovil y permanece en el interior del enterocito; los
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microgametocitos maduran rompiendo los microgametos y penetran en los
macrogametos fecundandolos (Karanis y Aldeyarbi; 2011, O'Hara y Chen; 2011). Una
vez realizada la fertilizacién, se origina el cigoto, el cual sufre un proceso similar a la
meiosis (esporogonia), generando 4 esporozoitos haploides que quedan contenidos
en el interior de un ooquiste, que puede ser de pared delgada en un 20% o de pared
gruesa un 80% (O'Hara y Chen 2011). Los primeros eclosionan rapidamente dentro
del huésped (auto-infeccidbn enddégena) y los segundos salen en las heces del
huésped; cada generacion de oocistos puede desarrollarse y madurar en un periodo
de 12 a 14 horas (Tzipori et al., 1983; Casemore, 1990).

En humanos el periodo de incubacion de los sintomas de la enfermedad es de
aproximadamente 7 dias y la enfermedad suele ser auto limitante, con una duracion
media de 6 a 9 dias (Hunter et al., 2007), con casos reportados hasta 100 a 120 dias
(Robertson et al., 2002). Las recaidas son comunes; los informes indican 1 a 5
episodios en el 40 al 70% de los pacientes (Hunter et al., 2004).

El ciclo biolégico de Cryptosporidium puede completarse en tan sélo dos dias;
diversos autores comprobaron que el periodo de prepatencia varia segun el
hospedador y la especie de Cryptosporidium, experimentalmente se determinaron
periodos de prepatencia de 2 a 7 dias en rumiantes domésticos (Thompson et al.,
2005), 2 a 14 dias en perros (Augustin et al., 1984) y 5 a 10 dias en gatos (Iseki, 1979).



Figura 2. Ciclo biologico de Cryptosporidium (Xian et al., 2002).
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1.2.1.5. Inmunidad y fisiopatologia de Cryptosporidium

Tanto la inmunidad humoral como la mediada por células estan involucradas
en la resolucion de cryptosporidiosis y resistencia a la infeccion, la invasion de células
epiteliales in vitro por Cryptosporidium parvum resultan en la expresion rapida de
quimiocinas inflamatorias; esta respuesta es importante en el desarrollo temprano de
la inflamacién a menudo observado en infecciones por Cryptosporidium parvum
(McDonald et al., 2000). La produccién incrementada de prostaglandina E (que
estimula la produccion de mucina) o los péptidos antimicrobianos p-defensinas en
Cryptosporidium parvum en las células infectadas ayudan a proteger el epitelio de la
invasion parasitaria, el Interferon y es importante para la resistencia a Cryptosporidium
parvum, porque la ausencia o deficiencia de esta citoquina en ratones y humanos
resulta en un alto nivel de susceptibilidad a la infeccién por el protozoario (Tarver et
al., 2002; Xian et al., 2002).

La resistencia adquirida a la infeccion cryptosporidial es dependiente de las
células T con receptores de células T tipo a/f; ademas, subgrupos de células T CD4+
tienen un papel protector, mientras subpoblaciones de células T CD8+ parecen
irrelevantes o subordinadas; en suero de pacientes con infeccion aguda o de
pacientes convalecientes se producen anticuerpos especificos IgG, IgM, IgA e incluso
IgE; sin embargo, los mecanismos por los cuales Cryptosporidium parvum infectan las
células del epitelio gastrointestinal e inducen respuestas inmunes del huésped aun no
se entienden por completo (McDonald et al., 2000; Xian et al., 2002).

Al desenquistarse en el tracto gastrointestinal, los esporozoitos se liberan e
inician la adhesion y la invasion (Nguyen et al., 2005). Durante la interaccién con el
enterocito, las proteinas de superficie del esporozoito y las proteinas secretadas por
las organelas especializadas del complejo apical facilitan la adhesion e invasion, y
estimulan la formaciéon de la vacuola parasitofora; Cryptosporidium ingresa por el
sector apical de la superficie epitelial intestinal y dentro de la célula hospedadora se
situa en la red de filamentos de actina y de proteinas asociadas a ésta, como talina,
ezrina, vinculina y a-actinina (Smith et al., 2005); luego, estimula la polimerizacion y

acumulacion de actina en la interfase parasito-citoplasma de la célula hospedadora,
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para que protruya la membrana plasmatica y se forme la vacuola parasitéfora (Elliott
et al., 2002).

Ante la presencia de la vacuola parasitéfora, las células regulan el aumento de
su tamafo a través de la modificacion de la permeabilidad de la membrana al agua y
a ciertos iones; Cryptosporidium recluta un cotransportador de Na+/glucosa y una
acuoporina en el sitio de adhesion; esto posibilita el ingreso de glucosa y agua a la
célula hospedadora, lo que permite lograr una mayor protrusion de la membrana
plasmatica (Chen et al., 2005). Los diferentes estadios parasitarios desplazan el borde
de las microvellosidades y, eventualmente, llevan a la pérdida de la superficie
intestinal: se reduce el tamafo de las vellosidades y aumentan de longitud las criptas
intestinales por la aceleracién de la division celular a fin de compensar la muerte
celular (Smith et al., 2007).

La apoptosis celular secundaria a la infeccidon forma parte de un mecanismo
defensivo de la mucosa, sin embargo, se conoce que el protozoario tiene la capacidad
de inhibir la muerte celular programada de las células parasitadas (Xian et al., 2002).
Entre las 6 y las 24 horas posinfeccién predomina un efecto antiapoptético; a las 24 a
48 horas posinfeccion se hacen mas evidentes las sefiales proapoptéticas, lo cual
permite que el parasito complete su ciclo de vida (24 a 48 horas) antes de que la célula
hospedadora entre en apoptosis (Xian et al., 2002).

La combinacion de la pérdida del tamafio de las vellosidades y del borde
microvellositario disminuye la absorcion de fluidos, electrolitos y nutrientes, y conduce
a la pérdida de enzimas digestivas de membrana, lo cual contribuye a la malabsorcién
y la desnutricién (Smith et al., 2007). La malabsorcién y la alteracion de la digestion
producen un sobrecrecimiento de la microflora intestinal, cambios en la presion
osmotica e influjo de liquido hacia la luz intestinal (Del Coco et al., 2009). En la figura
3, se observa como Cryptosporidium parvum se adhiere intimamente a las
microvellosidades de la membrana y causa pérdida de microvellosidades y barrido,
que resulta en malabsorcion (Xian et al., 2002). Las células epiteliales son centinelas
y responden a la infeccion mediante la produccion de moléculas inflamatorias (Del
Coco et al., 2009). El organismo se activa en segundo lugar vias de senal, como el

factor nuclear-kB (NF-kB) y sistemas c-src; la activacion de NF-kB induce la
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produccion de citocinas y quimiocinas, como la interleucina-8, para desencadenar

reaccion inflamatoria y estimula sefiales que impiden la apoptosis de la célula

Figura 3. Fisiopatologia de Cryptosporidium (Xian et al., 2002).
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parasitada, a fin de que el parasito culmine su ciclo evolutivo (Choudhry et al., 2008).
La activacion de c-src se asocia con la reorganizacion del citoesqueleto de la célula
huésped y tal vez disfuncién de uniones estrechas; Cryptosporidium parvum induce la
secrecion de 5-hidroxitriptamina (5-HT) y prostaglandina E2 (PGE2) en el lumen; la
actividad de "enterotoxina", que produce secrecion de cloruro in vitro, se ha detectado
en extractos fecales de terneros infectados; Cryptosporidium parvum induce la
apoptosis en las células epiteliales, lo que resulta en dafo a la barrera epitelial; la
infeccion del Virus de inmunodeficiencia humana la tipo 1 puede amplificar aun mas
el dafio por la accion de factores solubles, como las proteinas; Cryptosporidium
parvum produce varios grados de atrofia de vellosidades por un mecanismo

desconocido, lo que resulta en malabsorcion (Xian et al., 2002).

1.2.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

1.2.2.1. Mecanismos de transmisioén

La transmision de la Cryptosporidium es de tipo horizontal y ocurre por la via
fecal-oral (Fredes, 2015) mediante la ingestion de ooquistes eliminados previamente
con las heces de otros animales parasitados ya que son encontrados exclusivamente
en el excremento (Uga et al., 2007), éstos contaminan la cama de la explotacion, las
ubres de las madres (Quilez et al., 2003) suelo, forrajes, comederos y pastos (Uga et
al., 2007; Sharma y Busang, 2013). La principal fuente de infeccién son las heces de
neonatos con diarrea; el elevado numero de ooquistes que excretan durante la fase
aguda hace que constituyan la principal fuente de infeccién, asi los corderos
parasitados pueden eliminar diariamente hasta 2 x 10° ooquistes, por lo que el mayor
peligro que tiene un animal de contraer la enfermedad es la proximidad o el contacto
con otro ya enfermo (Quilez et al., 2003) aunque también hay que considerar la
eliminacién de ooquistes por los animales adultos que actuan como portadores
asintomaticos (Cordero del Campillo et al., 1999; Caccio y Widmer, 2014); si bien la
cantidad de ooquistes que eliminan estos animales al medio es generalmente baja,
parece suficiente para infectarlos corderos y cabritos recién nacidos, que son los que
posteriormente amplifican la infeccion (Quilez et al., 2003). Ademas de las especies

productivas, los animales salvajes también contribuyen a la diseminacion de
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Cryptosporidium que al infectarse pueden contaminar otras fuentes de transmision,
como el agua, mediante la eliminacion de grandes cantidades de ooquistes al
ambiente (Hancock et al., 2001; Castro et al., 2007; Budu-Amoako et al., 2012).
Finalmente, no se debe olvidar la posibilidad de transmision indirecta de
Cryptosporidium, mediante la ingestion de agua contaminada. En los paises en vias
de desarrollo, las aguas residuales municipales representan un alto riesgo en la
transmision del protozoario, de hecho, se ha demostrado que hortalizas (zanahoria,
rabano, lechuga, cilantro, tomate) regadas con agua contaminada con heces, pueden
ser portadoras de Cryptosporidium parvum (Scott et al., 2001); asimismo, Harper et
al. (2002) han identificado ooquistes de Cryptosporidium spp en leche no
pasteurizada.

La via de transmision por agua tiene mayor interés desde el punto de vista de
la salud publica, especialmente teniendo en cuenta el caracter zoondtico de la
enfermedad, dadas las caracteristicas del parasito, ya que, presenta ooquistes de
pequefo tamafo, una gruesa pared quistica, resistencia al tratamiento con cloro y
acidos, viabilidad prolongada de hasta varios meses en el ambiente, excrecion de
estadios inmediatamente infectivos y baja dosis infectante para infectar otros
organismos (Fayer y Xiao, 2008; Yoder y Beach, 2010; Caccié y Widmer, 2014). La
proximidad de los humanos y el ganado, asi como la capacidad de la escorrentia de
las operaciones de produccién ganadera contaminando el suelo y la superficie el
suministro de agua representa un riesgo de transmisién de infeccién por

Cryptosporidium a salud publica (Sharma y Busang, 2013).

1.2.2.2. Importancia del agua y sus implicaciones en Cryptosporidium
1.2.2.2.1. Importancia del agua

El agua es un elemento vital, que rodea a la tierra en aproximadamente un 70%,
lo mismo que el cuerpo humano al estar formado con un 75% de agua al nacery cerca
del 60% en la edad adulta (Iglesias et al., 2011). Ademas en la atmdsfera existen
cantidades elevadas de agua, alrededor de 12,550 km cubicos en forma de vapor,
pese a todo ello, la distribucién del agua en la tierra es muy variable, depende de

muchos factores (Isan, 2017). Sin embargo, a pesar de que la corteza terrestre y la
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atmosfera albergan gran cantidad de agua, la gran mayoria no es consumible por ser
de naturaleza salada; la mayor proporcion (97%) se encuentra en los grandes océanos
y mares, y unicamente 3% es agua dulce, lo que la convierte en el bien mas valioso
para el mantenimiento de la existencia humana (Coutifio, 2008).

De este porcentaje consumible, es muy poca la que es potable, unicamente
alrededor del 0.027% del total de agua potable de la tierra estda inmediatamente
disponible, la mayoria, el 70% se encuentra bloqueada en los polos, en los glaciares
del Antartico, Groenlandia, etc.; el resto del agua potable es subterranea y se
encuentra en la parte superior de la corteza terrestre o es superficial, acumulada en
rios, arroyos y lagos, de aqui la necesidad de cuidarla y preservarla, pues, para que
llegue a las comunidades y ciudades se requieren de procesos complejos de
extraccion, transporte, almacenaje y distribucién (Isan, 2017).

Las actividades del hombre han modificado seriamente este ciclo, la
deforestacion y los altos procesos de urbanizacion han generado que exista poca o
nula filtracion a los mantos freaticos, alterando su distribucidn y las reservas
disponibles en los yacimientos subterraneos; a lo que hay que agregar el problema
del calentamiento global de la tierra, a esta escasez del agua se le suma el problema
de la contaminacién (Coutifio, 2008; Isan, 2017).
1.2.2.2.2. Agua como transmisor de microorganismos

El agua contaminada puede transmitir infinidad de patdégenos con
comportamientos y resistencias diversas. Dentro de los patdégenos a determinar los
parasitos son de especial relevancia pues se destacan por su alta resistencia a los
diversos factores ambientales ademas se encuentran relacionados con altos indices
de morbilidad y mortalidad en los paises en desarrollo (Menocal y Carballo, 2014). A
nivel mundial la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefala que al menos 2000
millones de personas se abastecen de una fuente de agua potable que esta
contaminada por heces (animales o humanas) y se calcula que su contaminacion
provoca mas de 502 000 muertes por diarrea al afio (OMS, 2017; UNESCO, 2017), lo
que puede originar epidemias (Cotruvo et al., 2004). Las aguas superficiales asi como
subterraneas normalmente contienen impurezas y diversos microorganismos,

incluyendo patogenos (Rios et al, 2017). Diversas investigaciones sobre
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contaminantes del agua han demostrado que los microorganismos de origen fecal son
comunes, tales como las bacterias coliformes totales y Escherichia coli, utilizadas
como indicadores de contaminacion fecal en agua y alimentos, lo cual significa que su
deteccidn es una sefal de posible presencia de organismos enteropatégenos (Chavez
et al., 2006).

Investigaciones al respecto se realizaron por Vergara et al. (2014), al realizar
un estudio descriptivo retrospectivo de casos de intoxicaciones e infecciones
alimentarias notificados al Departamento de Epidemiologia, en este estudio, la mayor
incidencia reportada se presentd en municipios rurales, involucrando alimentos
lacteos en 37% los casos, seguido de hortalizas y legumbres con 33% y agua 26%;
se identificaron coliformes como agente etiolégico de enfermedades transmitida por
alimentos (ETA) en 47% de casos seguido de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli con 26% y 22%, respectivamente.

En Michoacan, México se analizd la condicion microbiolégica del agua,
resultando deficiente por la presencia de 35 especies coliformes termotolerantes; diez
fueron coliformes de alta importancia patogénica (CAIP); la contaminacion fue mas
severa en el periodo lluvioso por el incremento significativo en la riqueza de CAIP, el
45% de la poblacion declaré padecer anualmente enfermedades transmitidas por el
agua (diarreas, dolor abdominal, fiebre y vomitos), aunque el 72% de los casos que
acuden a los servicios médicos quedaron sin diagnéstico clinico; la mayor
contaminacioén por CAIP en el periodo lluvioso responde al transporte y lixiviacion de
desechos fecales acumulados en el periodo seco en areas riberenas, provenientes del
ganado, fauna silvestre y poblacion humana sin servicios sanitarios (Burgos et al.,
2017). Asi mismo, Godoy et al. (2003) reportaron una incidencia del 51% de
gastroenteritis; los porcentajes de los sintomas fueron: fiebre, 27%; diarrea, 87.5%;
nauseas, 50.7%; vomitos, 30.3%, y dolor abdominal, 80.0% y el unico factor que
presento un riesgo fue el consumo de agua de la red (RR = 11.0; IC del 95%, 1.6-
74.7); la calificacion sanitaria del agua fue de potabilidad, por ello, consideran la
posibilidad de la aparicién de brotes causados por agua clorada de suministro publico
por brotes por virus y protozoos, esto pone en evidencia la posible transmision de

muchos enteropatogenos, en especial patégenos zoonoticos (Olivas et al., 2013).
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1.2.2.2.3. Contaminacién del agua por Cryptosporidium

Diversos estudios se han publicado respecto a brotes por criptosporidiosis por
consumo de agua con este microorganismo, ya sea por aguas recreativas como son
piscinas, aguas de rios e incluso redes de agua potable, demostrando con ello que
existen fallas en los métodos de tratamientos (Cordero del Campillo, 2002; Luna et al.,
2002; Diaz et al., 2003; Fayer, 2004, Vitoria et al., 2014).

El brote mas importante causado por Cryptosporidium tuvo lugar en 1993 en
Milwaukee, EE.UU., donde se estimaron unos 403,000 casos de infeccién de
Cryptosporidium a consecuencia del abastecimiento de agua, atribuyéndose la muerte
de alrededor de 100 personas inmunocomprometidas a causa de esta enfermedad
(Mac kenzie et al.,, 1994); las intensas precipitaciones que tuvieron lugar con
anterioridad en la zona y el elevado censo de ganado bovino existente en las
inmediaciones del lago se consideraron factores que contribuyeron al brote (Peng et
al., 1997).

Estudios realizados por Daniels et al. (2015) en la India encontraron el
protozoario en agua de pozos (207) en un 10% y en estanques (94) en un 37%. Por
otra parte, al analizar aguas de canales en Amsterdam, se observo un elevado numero
de indicadores fecales y presencia de microorganismos patdégenos como Salmonella,
Campylobacter, Cryptosporidium, Giardia, rotavirus, norovirus, enterovirus y reovirus
(Schets et al., 2008); de la misma manera al analizar muestras de agua, provenientes
de drenes y canales que desembocan en el Rio Bravo, en ambos lados de la frontera
Juarez-El Paso se mostrd la presencia del patbgeno en concentraciones mayores a
las dosis infectivas para humanos (Serrano et al., 2008).
1.2.2.2.3.1. Concentracién y viabilidad de Cryptosporidium en aguas

Ademas de la prevalencia en aguas, estudios acerca de la concentracion de
Cryptosporidium en aguas se reportan en Espana, 18.4% (7 ooquistes/L) en canales
de riego cuya agua es utilizada tanto para fines agricolas como de consumo humano
(Gracenea et al., 2011); en aguas superficiales de Canada, 75% (26.13/100 L), donde
también se observé efecto de estacionalidad (otofio y verano) y asi mismo asociadas
con la estacionalidad de infecciones humanas de esa region (Lapen et al., 2016). Por

otra parte, Castro-Hermida et al. (2010) realizaron un estudio en municipios de Galicia,
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Espafa, al analizar aguas recreativas, se observaron formas infectantes de
Cryptosporidium spp en 57.1% (1 a 60 ooquistes/L); al considerar los afluentes de las
plantas potabilizadoras, se detectaron ooquistes en 40.4% (1 a 13 ooquistes/L), en los
efluentes, se identificaron ooquistes en 32.7% (1 a 4 ooquistes/L), con un porcentaje
medio de viabilidad del 90%, independientemente |la procedencia en las muestras; asi
mismo, en Bogota, Colombia, se analizaron aguas residuales y potables, y sélo en un
punto de muestreo correspondiente a agua residual se observo viabilidad positiva y
concentracion de 266.3 ooquistes/L; sin embargo, las formas quisticas encontradas
no presentaron viabilidad para el caso del agua potable, difiriendo de lo observado en
México, por Diaz et al. (2003) quienes reportaron en agua potable una prevalencia del
69% y concentracion de 4.75/1000 L y 10 o mas ooquistes viables lo que implica un
riesgo potencial mucho mayor para la poblacion.
1.2.2.2.4. Contribucioén de los animales a la contaminacién del agua

El efecto de las actividades agricolas y ganaderas y su contribucién a la
contaminacion de aguas son de gran importancia (Gracenea et al., 2011; Tryland et
al., 2011; Koléren et al. 2017), ya que la gestién adecuada de los residuos ganaderos
es fundamental para evitar la contaminacion ambiental. Al respecto, Sischo et al.
(2000) comprobaron que el factor mas importante en el aumento de la deteccion de
ooquistes de Cryptosporidium spp en agua superficial fue la frecuencia del
esparcimiento del estiércol en los pastos, también se observdé un aumento de las
concentraciones Cryptosporidium en aguas superficiales coincidiendo con el periodo
de partos y la época de abonado de las tierras (Farizawati et al., 2005; Keeley y
Faulkner, 2008; Robinson et al., 2011). Los abonos organicos que se mezclan con las
tierras de cultivo en épocas de lluvias pueden ser arrastradas a los cuerpos de agua
mas cercanos, estos eventos hidrolégicos facilitan la exportacion de ooquistes de la
superficie de la tierra al agua superficial (Keeley y Faulkner, 2008; Burgos et al., 2017).
En terrenos llanos y previamente abonados, se ha comprobado que tras el regadio,
mas del 70% de los ooquistes de Cryptosporidium parvum se pueden recuperar en
una capa de dos centimetros de suelo, mientras que en un terreno con una pendiente
del 7.5%, se produce el arrastre de los ooquistes por las aguas de escorrentia

(Mawdsley et al., 1996). Determinados factores ambientales, por ejemplo, las fuertes
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lluvias, aumentan la frecuencia de los brotes de transmision hidrica, esto es debido a
la contaminacién de las aguas superficiales por el arrastre de las formas parasitarias
presentes en el suelo (Curriero et al., 2001; Kistemann et al.,, 2002). Estas
precipitaciones disminuyen la velocidad de sedimentacion de los ooquistes debido al
aumento de la velocidad de los cursos de agua, favoreciendo asi una mayor dispersion
(Ono et al., 2001). Castro-Hermida et al. (2011) describieron la dispersion ambiental
de Cryptosporidium spp en dos areas claramente diferenciadas de Galicia: 1) costera,
turistica, con una alta densidad de poblacién y 2) interior, agricola, con un elevado
censo ganadero; en las dos zonas de estudio se analizaron muestras fecales de
animales domésticos y silvestres y muestras de agua (afluente y efluente) de ETAPs
(Estacion Tratadora de Aguas Residuales) y EDARs (Estacion Depuradora de Aguas
Residuales); en la zona 2, los animales tuvieron prevalencias medias de
cryptosporidiosis (13.7%) significativamente superiores (P<0.05) a las halladas en los
animales de la zona 1; también fue superior el porcentaje de ETAPs en las que se
detectaron formas infectantes del parasito, aunque estas diferencias no fueron
significativas; ademas, en las EDARs de esta zona se detectaron concentraciones
medias de ooquistes significativamente superiores (P<005) a las halladas en las
EDARs de la zona 1; en los animales, se identificaron Cryptosporidium andersoni,
Cryptosporidium parvum y en la zona 2, la contaminacion de las aguas residuales fue
mayor. Por otro lado, al determinar el efecto de la actividad ganadera sobre la
contaminacion de las aguas superficiales por Cryptosporidium spp y G. duodenalis se
realizd un estudio longitudinal en una cuenca hidrografica con elevado censo
ganadero, con un seguimiento anual (primavera, verano, otofio e invierno) en 29
puntos del sistema hidrografico y en 18 granjas de ganado bovino y se confirmo la
elevada prevalencia de la cryptosporidiosis y de la giardiosis en las explotaciones de
ganado bovino estudiadas y la contribucion de estos animales a la contaminacion de

la cuenca hidrografica (Castro-Hermida et al., 2009).
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1.2.2.3. Situacion de Cryptosporidium en animales domésticos
1.2.2.3.1. Prevalencia de Cryptosporidium en animales domésticos y salvajes
Cryptosporidium es un protozoario que parasita una amplia gama de vertebrados y su
prevalencia ha sido reportada en la mayoria de los animales (Appelbee et al., 2005;
Venturini et al.,, 2006; Daniels et al., 2015; Yang et al., 2018), siendo una de las
principales los bovinos (Farizawati et al., 2005; Fayer et al., 2005; Cano et al., 2011;
Sharma y Busang, 2013; Ryan et al., 2014). Al respecto, en un estudio epidemiolégico
en China, mostré que la tasa de infecciéon general fue de 14.50%, con diferente
prevalencia observada entre ganado con distintos propdsitos de produccion (Wang et
al., 2017); en Bogota, Colombia, se realizé una investigacion en fincas lecheras y se
reportd una prevalencia del 4.9% en terneros (Hernandez y Cortéz, 2012); mientras
que en México, una mayor prevalencia se encontré en Veracruz, al analizar heces de
becerros mostrando una prevalencia general del 35.7% (Cano et al.,, 2011); y en
Venezuela, en vacas de doble propdsito en etapa de postparto, los resultados
mostraron que el 57% excretaron ooquistes de Cryptosporidium, y en bucerros la
prevalencia fue confirmada en 88% en éstas crias (Diaz et al., 2002; Diaz et al., 2012).
En la investigacion realizada Venturini et al. (2006) se detecté 19.46%
Cryptosporidium en animales domésticos (perros, gatos, ovinos, cabras, equinos,
cobayos) y monos de zooldgico, asi como en otras especies no convencionales con
el 5.4% detectada en zorros y visones (Yang et al., 2018).
1.2.2.3.2.  Prevalencia de Cryptosporidium en ovinos
La prevalencia de Cryptorporidium en ovinos se ha reportado mundialmente en Iran
con 11.3% (Gharekhani et al., 2014), India 45% (Ahamed et al., 2015), Egypto 2.50%
(Mahfouz et al., 2014), Bélgica 13.1% (Geurden, et al., 2008) y Meéxico 34.33%
(Alonso et al., 2005). En la provincia de Qinghai, China, que se caracteriza por tener
climas de veranos frescos e inviernos frios y prolongados, se condujo una
investigacion en ovinos que se agruparon en edades menores a un aio, de uno a dos
afios y mayores a dos afos y la prevalencia global fue del 12.3% (Li et al., 2016).
Koinari et al. (2014) al realizar un estudio en Papua Nueva Guinea con 276 ovinos
pastoreados en areas cercadas y por la noche mantenidos en alojamientos con pisos

de madera, obtuvo una prevalencia de 2.2%, y sehalan que ésta podria estar
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subestimada pues la mayoria de los animales eran adultos. En Brasil, un experimento
con 50 ovinos mantenidos bajo un sistema semi-intensivo detecté ooquistes de
Cryptosporidium en 36% de los animales evaluados, con un numero significativo de
animales asintomaticos (Bueno et al., 2017). De igual manera, infecciones
asintomaticas se observaron en 11.3% (198/1749) en corderos bajo un sistema de
alimentacion semi-intensivo; contrario a lo observado por Baris et al. (2009) en
Turquia, quienes encontraron como prevalencia un 38.8% (155 /400), de los cuales el
81.3% de los corderos evidencio signologia clinica.

Estudios epidemiologicos conducidos en México se realizaron por Alonso et al.
(2005) en el centro del pais y encontraron una prevalencia general del 34.33% del
total de animales muestreados (1 200 ovejas y corderos) que se encontraban bajo
distintos sistemas de produccion. En la region de la Huasteca Alta del Estado de
Veracruz, ovinos en sistema de produccion extensiva fueron analizados y se identific
una prevalencia de 19.52% (Guillén et al., 2013), asi mismo en el municipio de Perote
(region centro-oeste de Veracruz) se examinaron 80 ovinos resultando una
prevalencia de 67.5% (Romero et al., 2016); y en Tlalpujahua, Michoacan se identifico
una prevalencia de 95.12% (Alonso et al., 2016). La comparacién de las prevalencias
de Cryptosporidium en animales entre los paises incluso entre regiones debe
interpretarse con cuidado ya que las caracteristicas de los animales y sus condiciones
de crianza varian en gran medida y pueden cambiar segun los factores de riesgo
asociados al protozoario.
1.2.2.4. Factores de riesgo asociado a Cryptosporidium en ovinos

Las infecciones por Cryptosporidium spp estan asociados a un amplio espectro
de factores, que interactuan propiciando la presentacion del protozoario en diferentes
niveles, estos factores pueden ser ambientales como la época del afio, sistemas de
produccion, agua, higiene (Baris et al., 2009; Hernandez y Cortéz, 2012; Bueno et al.,
2017), asi como el de las caracteristicas propias del animal como la edad, etapa
productiva e interaccion con otros microorganismos (Fayer et al., 2000; Castro-
Hermida et al., 2002; Diaz et al., 2002; Khezri et al., 2013; Alonso et al., 2016).
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1.2.2.4.1. Factor edad

La edad de los animales es considerada como un factor predisponente a la
cryptosporidiosis en distintas especies animales (De Graaf et al., 1999; Bejan et al.,
2009; Essa et al., 2014; Zucatto et al., 2015). En el ganado, los primeros treinta dias
de vida son los de mayor susceptibilidad a sufrir de diarreas a causa de
Cryptosporidium incluso, se puede originar en las primeras horas de vida cuando el
recién nacido ingiere ooquistes que se encuentran en el ambiente (Tizipori, 1985). En
un estudio epidemioldgico realizado en 89 explotaciones de la provincia de Zaragoza
sobre un total de 583 corderos de 1 a 3 meses de edad, la infeccién fue mas frecuente
en los corderos de 1 a 21 dias (66.4%) que en los de 22 a 90 dias (23%) y la
prevalencia fue maxima en corderos de 8 a 14 dias (76.2%) (Quilez et al., 2003). De
igual manera, Guillén et al. (2013) recolectaron muestras de heces de corderos de 7
a 21 dias de edad, siendo los corderos del grupo de 7 a 14 dias los que presentaron
mayor prevalencia y este mismo factor se observo al analizar corderos en grupos de
edad de 1 hasta mayores de 21 dias, observando una prevalencia en menores de 7
dias (44.4%), 8 a 14 (37.5%) 15 a 21 (40%) y mayores de 21 (22.0%), donde la tasa
mas alta de infeccidn por Cryptosporidium fue el grupo de edad de menos de 7 dias
de edad (Baris et al., 2009). En otras investigaciones con corderos de mayor edad
reportadas por Gharekhani et al. (2014) observaron diferencias entre animales menor
de un afo 16.7% y los mayores a un afio 8.8%; asi como el estudio de Bueno et al.
(2017) en los corderos de entre 0 y 12 meses de edad, un 46% mostré protozoos en
las heces, y los que tenian entre 13 a 48 meses de edad se observaron en un 27%.
Otros estudios realizados por Alonso et al. (2005, 2016), no encontraron diferencias
entre los grupos de edades analizados, menores de 30 dias y 60 dias,
respectivamente.

1.2.2.4.2. Factor estacionalidad
Estudios conducidos con la finalidad de identificar la asociacion entre la época del
afo y Cryptosporidium han demostrado la asociacion entre estos factores (Palacios et
al., 2017; Toledo et al., 2017). Un estudio conducido por Green et al. (2004) mostro
que la mayor incidencia de ooquistes coincidieron con los meses lluviosos del aio; de

las 184 muestras tomadas durante el periodo de mayor precipitacion, 102 (55.4%)
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mostraron ooquistes de Cryptosporidium, mientras que solo 31 (17.3%) de los 179
muestras tomadas durante el periodo con poca lluvia fueron positivos. Asi mismo,
Bueno et al. (2017) evidenciaron una alta incidencia del protozoario durante la
temporada de lluvia en ovinos jévenes. Una investigacion realizada durante un afio
registré la mayor tasa de infeccion en verano (46.39%) luego primavera (45.65%),
otofio (24.18%) y finalmente invierno (16.33%), atribuyendo las diferencias a la
variacion en las condiciones ambientales (Essa et al., 2014). Por el contrario, el
analisis de época de invierno, verano, época denominada lluviosa y época post
monzon, reveld la mayor infeccidn durante los meses de invierno (73.33%) y vario
significativamente en comparacion con otras temporadas y la probabilidad de
ocurrencia fue 6.41 veces mayor que los meses de verano, posiblemente debido a
que la época de parto generalmente se produce en esa temporada (Ahamed et al.,
2015). Por otra parte, Castro-Hermida et al. (2002) no observaron una asociacion
significativa entre la época del ano y la prevalencia de la infeccidén, posiblemente
debido a la ausencia de notables cambios climaticos en Galicia durante todo el afio y
la falta de una temporada particular de partos.
1.2.2.4.3. Factor sistema de produccion

Existen varios sistemas de produccion ovina, que se desarrollan en pastoreo, en
estabulacion o en la combinacion de estas dos modalidades, llamada semi-intensiva.
Algunos estudios realizados bajo sistemas semi-intensivos reportan prevalencias de
36% y 11.3% (Gharekhani et al., 2014; Bueno et al., 2017). Algunas investigaciones
comparan sistemas de produccién y su relacion con Cyptosporidium como la realizada
por Alonso et al. (2005) quienes encontraron un alto nivel de infeccidn en los sistemas
extensivos con 54.1% y bajo en los intensivos con 2.7% (P<0.10). A diferencia de lo
observado por Castro-Hermida et al. (2002) donde el porcentaje de parasitacion en
terneros nacidos bajo condiciones de cria intensiva y semi-intensiva fueron 45.9 y
50.4%, respectivamente, y mostroé que el régimen de la granja no tenia ningun efecto
sobre el riesgo de infeccion por el protozoario. Esto ultimo, coincide con Alonso et al.
(2016) al dar resultados resultados similares, con 90% de Cryptosporidium spp en

sistemas productivos semi-intensivos y el 96% en el extensivo; resultados similares
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los reporta Romero et al. (2016) debido a las deficientes condiciones higiénicas
sanitarias en los sistemas.

1.2.2.4.4. Factor consistencia de heces

La presencia de diarrea frecuentemente es asociada con Cryptosporidium,

asi lo describe un estudio realizado en buceros al observar un alto grado de asociacion
entre la infeccion con Cryptosporidium y la consistencia de las heces, lo que sugiere
que puede tener importancia clinica (Diaz et al., 2012). Asi también en terneras, al
presentarse el 52.5% de terneras parasitadas con heces liquidas en comparacion con
el 2.2% que presentaban excremento solido (Castro-Hermida et al., 2002); y en
cabritos se observo diarrea en el 82.5% y el 13.5% de los cabritos sin diarrea (Bejan
et al., 2009). En corderos se reportaron tasas de infeccion significativamente mas
altas en los grupos diarreicos (64%) que en los no diarreicos (4.06%) (Khezri y Khezri,
2013) y en un menor porcentaje pero con asociacion de diarreas lo reportd Baris et al.
(2009) con infecciones del 49.5% de los corderos analizados. Ahamed et al. (2015) al
analizar la presencia de corderos diarreicos, el parasito estuvo fuertemente asociado
con una alta probabilidad de diarrea (54.41%), aunque la evidencia es insuficiente
para concluir que este protozoo fue la causa principal de diarrea ya que otros agentes
(Escherichia coli, rotavirus, virus Corona) también estuvieron involucrados en la
diarrea de los rumiantes neonatales que no fueron examinados en el estudio. Estos
resultados contrastan con otros autores que mencionan la presentacién asintomatica
por Cryptosporidium (Gharekhani et al., 2014; Alonso et al., 2016; Romero et al.,
2016), como el realizado en becerros neonatos al observar diarrea solo en 20.6%
causada por el protozoario el cual no fue determinante en el desarrollo del cuadro de
diarrea (Valera et al., 2001).

1.2.2.4.5. Factor Agua de consumo

Para comprobar la transmisién de Cryptosporidium a través del agua en
pequefos rumiantes, se recogieron un total de 200 muestras de agua de diferentes
fuentes, es decir, 50 de agua de grifo, 50 de agua de botella mineral, 50 de pozo y 50
de agua de canal, se observé una prevalencia general del 10.5% y por tipo de agua
las muestras contenian 28% de ooquistes de Cryptosporidium parvum en agua del

canal, 8% en agua del grifo y 4% en agua subterranea, mientras que no se encontraron
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ooquistes en botellas de agua mineral; estadisticamente los datos mostraron que el
porcentaje de agua del canal fue significativamente mayor en comparacién con otras
fuentes de agua (Shafiq et al., 2015). En el estudio realizado por Sischo et al. (2000)
reportaron la contaminacion por Cryptosporidium en un sistema de conduccion de
agua de granjas en Estados Unidos y se asocié al mismo la actividad de esparcimiento
de estiércol animal en areas de cultivo. Al observar el 38.8% de corderos diarreicos
Baris et al. (2009) atribuyen al agua potable como la posible fuente de contaminacion
de los animales, de igual forma, Sharma y Busang (2015) tomaron muestras de agua
pozos comunales, y se detectd un 4.5% de ooquistes. Mientras que Castro-Hermida
et al. (2002) al analizar la fuente de un suministro municipal y de un pozo, no tuvo
ningun efecto significativo sobre el riesgo de infeccion; la prevalencia en terneros en

las granjas 48.2 y 47.8% para cada tipo de fuente de agua, respectivamente.
1.2.2. CRYPTOSPORIDIOSIS

1.2.2.4. Impacto de Cryptosporidium en la salud animal

Los animales generalmente se infectan por el patégeno durante los primeros
dias de vida (Sanchez et al., 2009) y produce varios sindromes; en vacas y ovejas,
provoca enteritis que causa diarrea profusa y algunas veces caquexia; en los caprinos,
diarrea fatal; en pavos, pavos reales y otras aves, infecciones respiratorias asociadas
con sintomas de severidad variable y mortalidad hasta del 20 a 30%, en estas aves
los cambios histolégicos consisten en engrosamiento marcado del epitelio de la
traquea, debido a la infiltracion de la lamina propia por linfocitos e histiocitos
(Gutiérrez, 2009). La principal fuente de infeccion son las heces excretadas por los
animales neonatos con diarrea, via fecal-oral, aunque también hay que considerar la
eliminacién de ooquistes por animales adultos que actuan como portadores
asintomaticos. Durante el periodo de maxima eliminacion, los neonatos infectados
pueden excretar entre 106 a 107 ooquistes por gramo de heces (Fayer y Xiao, 2008;
Caccio y Widmer, 2014). Olson et al. (2004) observaron que los rebafios que
experimentan alta mortalidad y severos signos clinicos son aquellos donde existe
pobre inmunidad contra el parasito, disponen de una nutricion inadecuada, presentan
infecciones entéricas concurrentes y se aplican deficientes practicas de manejo. La

mortalidad puede ser elevada si se producen infecciones concurrentes con otros
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enteropatégenos como Salmonella sp, Escherichia sp, rotavirus y Giardia (Santin, et
al., 2006).

En ovejas, se presenta muerte generalmente involucrando animales hasta un
mes de edad, la cryptosporidiosis se manifiesta con una diarrea liquida amarillenta de
leve a severa con un fuerte olor, depresiéon, dolor abdominal y anorexia (Castro-
Hermida et al., 2007; Silva et al., 2011). Este ultimo es un sintoma bastante constante,
responsable del retraso del crecimiento y la pérdida de peso de los animales afectados
(en torno a 2 kg durante el primer mes de vida); los sintomas generalmente remiten
de 3 a 5 dias, aunque en los casos mas graves puede prolongarse entre una y dos
semanas; a partir del primer mes de vida, la infecciéon habitualmente es subclinica
(Sanchez et al., 2009). Las pérdidas econdmicas asociadas con esta enfermedad no
solo se deben a la mortalidad resultante, sino también al retraso en el crecimiento de
los animales, el costo de los medicamentos, la asistencia veterinaria y el aumento de
la mano de obra (Mallinath et al., 2009).
1.2.2.5. Cryptosporidium como zoonosis

Cryptosporidium es un patégeno que se encuentra descrito en todos los
continentes (Cordero et al., 2002; Neira, 2005) y en diversas especies; fue informada
por primera vez en humanos en 1976, al localizarse en la biopsia rectal de una nifia
(Nime et al, 1976). La epidemia de mayor relevancia ocurriéo en Estados Unidos, en
Milwaukee, Wisconsin, donde se infectaron mas de 400,000 personas y murieron 100,
por el consumo de agua potable contaminada con C parvum; la etiologia de este brote
fue inespecifica por varias semanas, ya que no se sospechd de cryptosporidiosis y los
diagndsticos de laboratorio fallaron para reconocer especimenes de Cryptosporidium
parvum en las muestras fecales (Mac Kenzie et al., 1994; Guerrant, 1997). Diversos
estudios han evidenciado la presencia de este parasito en aguas de superficie y en
aguas residuales no tratadas y su rol como agente etiolégico de diarrea (Madore et
al., 1987; Schets et al., 2008; Adamska et al., 2012). En el hombre se han descrito al
menos ocho especies que causan infeccion, Cryptosporidium hominis,
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium felis,
Cryptosporidium canis, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium suis (Cama et al.,

2008), destacando por su frecuencia Cryptosporidium hominis y Cryptosporidium
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parvum (Cama et al., 2008; Mercado et al., 2007; Xiao y Ryan, 2004). Algunos autores
concuerdan que entre los factores de riesgo se encuentra la profesion u ocupacion
(Levine et al., 1988; Schets et al., 2008; Neira et al., 2010) como las personas que
tienen contacto cercano con animales por recreacidon u ocupacion como meédicos
veterinarios o estudiantes de esta carrera profesional, técnicos veterinarios,
entrenadores, criadores y trabajadores agricolas (Yang et al., 2018).

La edad es también un importante factor en la adquisicion de la enfermedad;
en la Republica Mexicana las enfermedades intestinales infecciosas generan altos
porcentajes de morbilidad principalmente en nifios de edad escolar y preescolar entre
los parasitos comunes se tienen a Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum (Sanchez
et al., 2000). En un estudio realizado en Sonora, México, se encontroé que de 100 nifios
con diarrea, 23.2% se les detectdé Cryptosporidium parvum (Gémez et al., 1996),
mientras que en muestras de agua potable tomadas en Hermosillo, Sonora, 37%
contenia ooquistes, lo que significa un riesgo potencial para la poblacién y la
importancia de la hidrotransmision para adquirir este padecimiento (Diaz et al., 1999).
Al considerar condiciones ambientales y habitos se encontr6 una asociacion
estadisticamente significante entre la presencia de animales en la vivienda e infeccién
por Cryptosporidium spp, es decir, las personas positivas para Cryptosporidium spp
que tenian animales en casa en su mayoria poseian perros [4/5 (80%)] (de la Ossa et
al., 2007). Asi mismo, Yang et al. (2017) realizaron una investigacion en una
comunidad del suroeste de China, en donde la mayoria de los participantes tenian
malas condiciones de vida y habitos de higiene insatisfactoria con muy bajo nivel
socioeconomico; la posesion de ganado o aves de corral fue un factor de riesgo
importante para la infeccion por Cryptosporidium (OR=2.27, 95% CI:1.01-5.08, P
<0.05). Por su parte, ElI-Badry et al. (2015) colectaron muestras de pacientes
diarreicos y detecto al protozoario a lo largo del afio con un 19.5%, observando una
endemicidad distinta de la estacionalidad y con predominio antropondtico por
Cryptosporidium hominis (95.8%), seguido de Cryptosporidium parvum (3.0%) y dos

casos restantes no fueron tipificados.
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1.2.3. CARACTERISTICAS DE LA REGION E INVESTIGACIONES EN
Cryptosporidium
1.2.3.4. Caracteristicas hidrolégicas y productivas de la region

El estado de Sinaloa abarca una superficie de 58,328 km? ubicados en la costa
del Pacifico, el noroeste de México, colindando al norte con Sonora y Chihuahua; al
sur con Nayarit y el océano Pacifico; al este con Chihuahua, Durango y Nayarit, y al
oeste con el Golfo de California; representa el 2.9% del territorio nacional; esta dividido
en 18 municipios y su capital es la ciudad de Culiacan Rosales (INEGI 2017).

Las aguas superficiales del Estado de Sinaloa estan distribuidas en dos
regiones hidrologicas: RH10 Sinaloa y RH11 Presidio-San Pedro (Figura 4); la region
hidrolégica RH10 Sinaloa cubre el 85.45% de la superficie estatal, drenando las
aguas del centro y norte de la entidad directamente hacia el Océano Pacifico, las
cuencas de esta region hidrolégica y la porcidn del territorio estatal que cobijan son
(de norte a sur): Estero de Bacarehuis (3.41%), Rio Fuerte (11.36%), Bahia
Lechuguilla-Chuira-Navachiste (6.93%), Rio Sinaloa (15.46%), Rio Mocorito (11.9%),
Rio Culiacan (15.98%), Rio San Lorenzo (7.24%) y Rio Piaxtla-Rio Elota-Rio Quelite
(13.17%); la region hidrolégica RH11 Presidio-San Pedro cubre el 14.55% de la
superficie estatal, drenando las aguas del sur de la entidad directamente hacia el
Océano Pacifico. Las cuencas de esta region hidrolégica y la porcidon del territorio
estatal que cobijan son (de norte a sur): Rio Presidio (6.56%), Rio Baluarte (5.18%) y
Rio Acaponeta (2.81%). Los cuerpos de agua son: Josefa Ortiz de Dominguez, Miguel
Hidalgo (El Mahone), Luis Donaldo Colosio (Huites), Guillermo Blake Aguilar (Sabinal),
Gustavo Diaz Ordaz (Bacurato), Eustaquio Buelna, Adolfo Lopez Mateos (Varejonal),
Vinoramas, Sanalona, José Lopez Portillo (Comedero), Aurelio Benassini (El Salto),
Santa Maria y El Tamarindo (CONAGUA, 2014; INEGI, 2017).

Los grandes volumenes de agua que aportan rios y presas han permitido que
Sinaloa alcance un desarrollo muy importante en la agricultura, donde se practica la
mas tecnificada del pais, lo que le permite lograr una gran productividad (SIAP, 2018).
Las actividades econdmicas de Sinaloa con mayor produccidn se encuentran en
Culiacan debido a la infraestructura que posee, a Culiacan le corresponde el 32.5%
de la industria total (CONAGUA, 2014).
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La hidrografia del municipio de Culiacan esta compuesta por las cuencas del
Rio Culiacan (66.50%), Rio San Lorenzo (28.05%), Rio Mocorito (0.80%) y ocho
subcuencas; la del Rio Culiacan (29.77%), Rio Tamazula (23.17%), Arroyo de
Tacuichamona (17.11%), Rio Humaya-presa Adolfo Lépez Mateos (11.30%), Rio San
Lorenzo (10.94%), Rio Humaya (2.26%), Arroyo Pericos (0.80%) (CONAGUA, 2014).
Segun datos del SIAP, la produccion agricola alcanzo un valor total de 410 mil millones
de pesos, de los 2,457 municipios de nuestro pais, 35 contribuyeron con una cuarta
parte de ese total empleando 12.5% de la superficie cosechada del pais donde Sinaloa
se encuentra en el primer lugar y el principal municipio que contribuyé a esta
produccion fue Culiacan con 178,793 hectareas de superficie cosechada, con un valor

de produccién equivalente a mas de 200 millones USD (SIAP, 2018).



Figura 4. Rios y cuerpos de agua de Sinaloa (INEGI, 2017).
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La ganaderia también es una importante actividad en Culiacan, la cria y
engorda de ganado bovino, caprino, ovino y porcino, produccion de carne y leche
derivados de estas especies colocan al municipio en el liderazgo nacional de esta
industria (SIAP, 2018).
1.2.3.5. Produccion ovina

Durante el afio 2016 el valor de la produccion pecuaria en Sinaloa fue de 12 mil
179 millones de pesos, el volumen de la produccion pecuaria fue de 241 mil 730
toneladas, correspondiendo 1431 toneladas a ovinos (CODESIN; 2016); y en el
municipio la produccion de ganado ovino en pie fue de 239 toneladas y en canal una
produccion de 124 toneladas (SIAP, 2017).

La produccién con rumiantes se realiza en una amplia gama de sistemas
productivos, que van desde los altamente tecnificados e integrados, hasta los
sistemas de tipo tradicional, orientados principalmente hacia el autoconsumo de las
familias (Martinez et al., 2017). De acuerdo con la intensidad del régimen de
produccion se dividen en: intensivo, semi-intensivo y extensivo (Partida et al., 2013).

El sistema de produccion intensivo busca maximizar la produccion; son
unidades de produccidon con gran utilizacion de insumos y tecnologia, con eficiencia
terminal y productividad alta (Figura 5). La alimentacién se basa en el uso de dietas
integrales que son proporcionadas a libre acceso, o se emplea la combinacion de
forrajes de buena calidad con alimentos concentrados, buscando tener una mejor
conversion alimenticia y maxima eficiencia de transformacion, pues estos sistemas
requieren producir de la manera mas rapida posible para dar dinamismo a la inversion
y lograr una mayor velocidad en el retorno del capital (Partida et al., 2013). Aqui se
incluyen sistemas de engorda de corderos en corral, independiente del origen de los
corderos, también sistemas de cria/engorda con la utilizacion de praderas mejoradas
bajo pastoreo intensivo y finalizacién de los corderos en corral (Macedo y Castellanos,
2004). Asi mismo, los sistemas intensivos procuran tener la mayor eficiencia
reproductiva (5 o mas parto en 3 afios), la minima mortalidad (<6%) y la mayor
cantidad de kilogramos de cordero destetado por hembra (>25 kg), ya sea su fin la

obtencidn de pie de cria o de corderos para el abasto (Partida et al., 2013).
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Figura 5. Sistema de produccién ovina intensiva.

El sistema de produccién semi-intensivo se basa en gran parte en el pastoreo,
y utilizan moderadamente tecnologia e insumos; usualmente, los animales pastorean
en potreros o plantaciones de arboles en las primeras horas de la mafiana y regresan
por la tarde, ademas, reciben alimentacién complementaria que pueden ser basada
en esquilmos agricolas y granos de cereales o se proporciona alimento comercial; en
estos sistemas también se tienen algunos cuidados sanitarios y se lleva a cabo el
manejo reproductivo del rebano (Partida et al., 2013). La meta principal de las
unidades de produccion es obtener animales para el abasto o para pie de cria
(Martinez et al., 2017).

Figura 6. Sistema de produccién ovina semi-intensiva.



35

El sistema extensivo para la produccion de ovinos se caracteriza porque la
alimentacion del rebafio depende exclusivamente del pastoreo que se hace de manera
continua (Figura 7), moviendo a los animales de un area a otra por un pastor en el dia
y confinandolos en corrales durante la noche (Partida et al., 2013). El pastoreo se
realiza sin vigilar la carga animal y manejo sanitario nulo o muy limitado, este sistema
basa la alimentacién en el pastoreo de areas marginadas; el rebafio se mantiene como
una sola unidad, por lo tanto, el manejo y uso de tecnologia es reducido, el empadre
ocurre en forma continua e indiscriminada, con hembras de todas las edades y
regularmente el macho se mantiene con las hembras durante todo el afio (Martinez et
al., 2017), por lo que hay partos en diferentes épocas del afio, concentrandose los
nacimientos en otofio-invierno y se presenta un alto grado de consanguinidad (Partida
et al., 2013). Los sistemas extensivos tienen como objetivo comun la produccion de
animales para el abasto, por lo tanto, la produccién de carne representa el producto
principal (Vega et al., 2014). Durante los ultimos anos se han introducido razas de
pelo (Pelibuey, Black Belly, Katahdin y Dorper) destinadas a la produccion de carne,
que por su origen africano manifiestan una fuerte adaptabilidad a las condiciones de
la region (Partida et al., 2013). Las unidades de produccién se encuentran distribuidas
en toda la zona tropical y en las zonas aridas y cercanas a los grandes centros de

poblacion y consumo (Martinez et al., 2017).

Figura 7. Sistema de produccion ovina extensivo.
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1.2.3.6. Antecedentes de Cryptosporidium en la region

Investigaciones en muestras ambientales de Sinaloa se han publicado por
Chaidez et al. (2005) quienes realizaron un estudio en aguas de canal y aguas de
empaque para lavado de cultivos horticolas y determinaron la presencia de ooquistes
de Cryptosporidium, las muestras se colectaron de acuerdo a los métodos
reglamentarios de Recoleccion de Informacion de la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (ICR, USEPA, 1996) y 48% de las muestras de agua superficial
resultaron positivas para los ooquistes de Cryptosporidium. Los rangos de
concentracion para los oocistos de Cryptosporidium fueron de 17 a 200 por 100 L. El
16% de los tanques de agua de lavado resultaron positivos para los oocistos de
Cryptosporidium.

En zooldgicos de la ciudad de Culiacan se recolectaron 27 muestras de heces
de diversos herbivoros: antilope sable (Hippotragus niger), arrui (Ammotragus lervia),
asno (Equus africanus asinus), avestruz (Struthio camelus), blackbuck (Antilope
cervicapra), canguro rojo (Canga Saltarinus), capibara (Hydrochoerus hydrochaeris),
cebras (Equus zebra), ciervos del Padre David (Elaphurus davidianus), gaur (Bos
gaurus), gran kudu (Tragelaphus strepsiceros), hipop6étamos (Hippopotamus
amphibius), jirafas (Giraffa camelopardalis, liebre de la Patagonia (Dolichotis
patagonum), muflén (Ovis orientalis musimon), iu Azul (Connochaetes taurinus), orix
(Orix dammah) y venado axis (Axis axis), los cuales se analizaron mediante la Técnica
de Elisa (Kit Comercial Pourquier de los Laboratorios IDEXX), el resultado obtenido
fue del 16.6% de prevalencia a Cryptosporidium parvum (Castro-del Campo et al.,
20122); asi mismo se analizaron 25 primates papidén sagrado (Papio hamadryas),
mono rhesus (Macaca mulatta), mono arafa (Ateles), mono patas (Erythrocebus
patas), mono Java (Homo erectus erectus) y mono Capuchinos (Cebus) mono Pigmeo
(Cebuella pygmaea), lémur (Lemuroidea), estos dos ultimos con resultado negativo, y
del resto de animales se obtuvo el 60% de prevalencia a Cryptosporidium parvum
(Castro-del Campo et al.,, 2012°) y en 27 felinos muestreados, tigre de bengala
(Panthera tigris tigris), lobo ibérico (Lynx pardinus), leén (Panthera leo), jaguar
(Panthera onca), puma (Felis color), gato montés (Leopardus geoffroyi), Civeta
(Paradoxurus hermaphroditus), obteniendo 29.6% (Castro-del Campo et al., 2013).
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PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A
Cryptosporidium spp EN CORDEROS DE PELO DEL
MUNICIPIO DE CULIACAN, SINALOA, MEXICO

Prevalence and risk factors associated to Cryptosporidium spp in hair lambs of the
Municipality of Culiacan, Sinaloa, México
Nohemi Castro-del Campo:, Nohelia Castro-del Campoz, Idalia Enriquez-Verdugo:, Jesus José Portillo-
Loera:y Soila Maribel Gaxiola-Camacho-
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autbnoma de Sinaloa.: Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo, A.C. Unidad Culiacén, Sinaloa, México:.

José Luis Cecefia Cervantes #2946, Fraccionamiento Universidad 94, C.P. 80059, Culiacan de
Rosales, Sinaloa, México. Teléfono + 52 (667)1028476. *soilagaxiola@uas.edu.mx.

2.1. RESUMEN

Con el objetivo de determinar la prevalencia y algunos factores de riesgo asociados
con Cryptosporidium spp en corderos de pelo, se desarrollé un estudio de tipo
transversal en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México. Para ello, un total de 23
unidades de produccion ovinas (UPQO) con dos distintos sistemas de produccién fueron
evaluadas. En el muestreo se incluyeron corderos entre 1 y 90 dias de edad; un total
de 1140 muestras fecales fueron tefiidas con la técnica Ziehl-Neelsen modificada y
examinadas bajo el objetivo de inmersion (100X) para permitir la identificacion del
protozoario. La prevalencia de Cryptosporidium fue del 41,58% [Intervalo de confianza
(IC) 95% 38,70; 44,40%], y dentro de las UPO vari6 de 27,80 a 77,80%; en el conteo
semicuantitativo se observo el 61,60% de las muestras con un ooquiste; el riesgo de
un animal positivo a Cryptosporidium fue 2,2 veces mayor en otofio que en verano y
2,3 veces mayor donde el suministro de agua proviene de dique. En conclusion, la
prevalencia de Cryptosporidium fue de 41,58%; su presencia se observo en el 100%
de las UPOQO, por lo cual debe considerarse como un problema endémico de la region.
Los factores de riesgo asociados a la prevalencia de Cryptosporidium fueron la época
y la fuente de agua, por lo que deben establecerse estrategias de prevencion

enfocadas en estos factores que permitan disminuir la presencia de este patdgeno.

Palabras clave: Prevalencia; Cryptosporidium; corderos; factores de riesgo.
Recibido: 13/10/2016 Aceptado: 21/04/2017
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2.2. ABSTRACT

In order to determine the prevalence and some risk factors associated to
Cryptosporidium spp in hair lambs, a transversal cross sectional study in the
Municipality of Culiacan, Sinaloa, Mexico was developed. A total of 23 sheep
production units (SPU) with two different production systems were evaluated. Lambs
between 1 and 90 days of age were considered among the animals sampled; a total
of 1140 fecal samples were collected and stained with modified Ziehl-Neelsen
technique to finally be observed under oil inmersion objective (100X) allowing the
protozoan identification. The prevalence of Cryptosporidium was 41.58% [Confidence
Interval (Cl) 95% 38.70; 44.40%], and within the SPU ranged from 27.80 to 77.80%.
The semiquantitative analysis showed that the 61.60% of samples harbored one
oocyst. The risk of having a positive animal to Cryptosporidium was 2.2 times higher
in Autum than in Summer and 2.3 times higher where water from dique was provided.
In conclusion, the prevalence of Cryptosporidium in hair lambs was 41.58%; It's
presence was observed in the 100% of the SPU, and therefore it must be considered
as an endemic problem of this region. The risk factors associated to Cryptosporidium
prevalence were season and source of water, which can lead to the establishment of
prevention strategies focused on these risk factors that allow diminishing the presence

of this pathogen.

Key words: Prevalence; Cryptosporidium; lambs; factors of risk.
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2.3. INTRODUCCION

La cryptosporidiosis es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial,
principalmente en climas calidos y himedos [23, 27]. Esta es producida por el protozoo
Cryptosporidium spp el cual afecta a un amplio rango de hospedadores que incluyen
mamiferos, aves, reptiles y peces [49]. Las especies identificadas en ovinos (Ovis
aries) son C. parvum, C. ubiquitum, C. xiao, C. hominis, C. fayeri y C. andersoni [48] y
algunas de éstas de caracter zoonatico, por lo que tiene gran importancia sanitaria, al
ocasionar padecimientos como el sindrome de mala absorcion, principalmente en
hospedadores jovenes y en individuos inmunocomprometidos [11, 30, 33]. Las
pérdidas econdmicas debidas a los cuadros de infeccion causadas por este patégeno,
ocurren por problemas asociados a diarreas, retraso del crecimiento, pérdida de peso
y costos involucrados por tratamientos poco especificos contra este agente [4, 15,
45]. La transmisién se produce via fecal-oral por ingestion de ooquistes eliminados
por otros animales parasitados [35, 36], o por adultos que actuan como portadores
asintomaticos [14], asi como los animales silvestres [7, 9, 25]. C. spp es un
enteropatogeno que afecta a los rumiantes durante sus primeras semanas de vida y
se considera un importante agente en la etiologia del sindrome de diarrea neonatal
[15]. Diversos autores coinciden en que factores como la edad, el clima, y el sistema
de produccion se asocian a la presencia de este protozoario [12, 17, 26]. Estudios
epidemioldgicos conducidos en centro y sur de México sefialan prevalencias de C.
spp en ovinos que oscilan entre 19,52 y 67,50% [2, 3, 24, 38]. Sinaloa es el Estado
que ocupa el primer lugar en produccion ovina en el noroeste de México [40], sin
embargo, en la regién no existe informacion en relacion al parasito en este tipo de
ganado, a pesar de las implicaciones sanitarias que provoca C. spp en los animales
que derivan en un impacto econémico. Por lo cual, el objetivo de esta investigacién fue
determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp asociada a factores de riesgo en

corderos en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México.
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2.4. MATERIALES Y METODOS
2.4.1. Area de estudio

El estudio se realizé en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México (24° 46’ 13”
LN y 107° 21’ 14” LO) (FIG. 8). La region se caracteriza por tener un clima BS1 (h’)
w(w)(e), el cual se define como clima semiseco, muy calido, con lluvias en verano,
segun la clasificacion de Kdppen y modificada por Garcia [20]; con temperatura
promedio anual de 25,9°C, maxima de 30,4°C en junio y julio, y minima de 20,6°C en
enero; la humedad relativa promedio es de 68%, con maxima de 81% en septiembre

y minima de 51% en abril; la precipitacion anual promedio es de 688,5 mm [13].

Figura 8. Localizacion del estado de Sinaloa y municipio de Culiacan en México.
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2.4.2. Tipo de estudio y tamaino de muestra

Se realizé un estudio transversal en los meses de julio a noviembre del afio
2014. La unidad de muestreo fue la unidad de produccién ovina (UPO). Para obtener
el numero de UPO que se incluyeron (n=23) (FIG. 9) se consider6 el 100% (13
productores) que integran la Asociacién Ganadera Local Especializada de Criadores
de Ovinos y Caprinos de Culiacan, y 10 productores no asociados que aceptaron
colaborar. Sinaloa tenia registradas 162213 cabezas ovinas, de las que 43,560
correspondian al municipio de Culiacan distribuidas en 125 UPO [40], por lo que la
muestra represent6 el 18,4% de las UPO. El muestreo de las UPO se realizé por
conveniencia, con base a la cooperacion del duefio y la facilidad para el acceso a la
granja en cada sindicatura (divisiones poblacionales dentro del municipio), al final, de
las 18 sindicaturas que integran el municipio de Culiacan se incluyeron UPO de 10
sindicaturas (55,6%).

Figura 9. Localizacién de las unidades de produccién ovina en el

municipio de Culiacan, Sinaloa.
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Debido a que al realizar la visita para el muestreo se desconocia en cada UPO
el numero de corderos existentes, por causa de corderos muertos y vendidos, se
considerd el numero de adultos (Cuadro 4), y se decidi6 muestrear un numero de
corderos que representé al menos el 10% de los adultos en cada UPO. Se realizaron
tres muestreos, en los que los ovinos no fueron siempre los mismos. Se seleccionaron
1140 ovinos (380 por muestreo) con edades comprendidas entre 1 y 90 dias (d), las

cuales se confirmaron mediante los registros individuales o por cronometria dentaria.

CUADRO 4
UBICACION DE UNIDAD DE PRODUCCION OVINA POR SINDICATURA Y SISTEMA DE
PRODUCCION
SINDICATURA UPO SISTEMA DE OVINOS CORDEROS
PRODUCCION ADUL- MUESTREA-
TOS DOS
INTENSIVO EXTENSIVO
Villa Adolfo L.M Agricola Limén . 80 10
La Hacienda . 150 20
La granjita * 120 17
Alborada * 180 18
El Salado El alacran . 70 11
Costa Rica El trabajo . 20 5
Agricola Sanfer * 150 15
Agricola Tabachines * 180 20
Quila Naranjos . 70 12
La Loma . 30 5
Aguaruto Fetasa . 200 22
Agricola del Rio * 45 5
Los Cabritos * 200 20
Culiacancito San Sebastian . 250 25
Agricola Quiroz * 250 25
Los Otates . 180 20
Las Tapias Santa Maria * 130 15
Sanalona Baldomero . 20 5
Imala Guayacan * 200 25
Culiacan Guésima . 230 25
Agricola Mojolo * 300 35
Ganadera Verdugo * 80 15
Campo Morelia . 180 20

* Sistema intensivo *Sistema extensivo
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2.4.3. Colecta de muestras y analisis de laboratorio

Las heces se obtuvieron por enema en los corderos menores de 1 mes (m) y
directamente en el recto con guante de latex en los animales de mayor edad, a
continuacion se marcaron individualmente, se refrigeraron (MABE, RMP65YL,
Estado de México, México) a 4°C hasta su traslado y analisis en el laboratorio de
Parasitologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Se registré informacion sobre
los siguientes factores de riesgo: época del ano (verano y otofio), sistema de
produccion (intensivo y extensivo) de la UPO, fuente de agua suministrada (dique y
pozo), edad del cordero (menores de 30 d y de 30-90 d), consistencia de las heces

(normales y anormales) y sexo del cordero (hembra y macho).

La deteccion de ooquistes de C. spp en las muestras fecales se efectud
mediante la técnica de Ziehl-Neelsen Modificada [37]. La observacién de los frotis se
realizd mediante un microscopio optico de luz (Carl ZeissAxiostar®, EUA) con el
objetivo de inmersidon (100x) y los ooquistes se identificaron en base a sus
caracteristicas morfologicas.

2.4.4. Andlisis estadistico

Un caso se defini6 como aquel ovino positivo con al menos un ooquiste de C.

spp La prevalencia se estimé como el numero de ovinos positivos entre el total de

ovinos muestreados.

La informacion sobre la positividad se utilizé para el analisis de los factores de
riesgo, el cual se realiz6 en dos etapas: 1) Los datos fueron dicotomizados y
sumarizados en tablas de contingencia (2 x 2), y analizados con prueba de Ji-cuadrado
para cada uno de los factores de riesgo. 2) Los factores de riesgo que resultaron
significativos (P<0,20) se incluyeron en un analisis de regresion logistica multivariado
[1]. El modelo general fue:

exp (a + X Bix;)
1+ exp (a + 2 Bix;)

Donde: a valores de xi=(x1,...,xp) variables predictoras p, exp es la base de los

m(x) =

logaritmos naturales 2,71828; a es el valor del intercepto, B3j son los valores de los
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coeficientes de regresion, xj representa el vector de variables independientes.

En este estudio se incluyeron en el modelo las variables de época del afio,
fuente de agua y consistencia de las heces. En el modelo de regresion logistica
multivariado marginal se incluyeron solo las variables que resultaron significativas
(P<0,05) como época del afio y fuente de agua. Para éste analisis se utilizd el
procedimiento LOGISTIC [46], con el qué se estimd el grado de asociacién [razon de
probabilidades (OR)] y los intervalos de confianza al 95%, asi como los estimadores

de los parametros del modelo de regresion.
2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Prevalencia

De un total de 1140 muestras analizadas, 474 resultaron positivas a C. spp y de
las 23 UPO el 100% fueron positivas al protozoario, donde la prevalencia general fue
41,58% (1C95% 38,70; 44,40%) y dentro de las UPO varié de 27,80 a 77,80%, éste es
el primer reporte de C. spp en corderos de esta region. La prevalencia de C. spp en
ovinos se ha reportado mundialmente [4, 21, 22] de 11,13 a 38,80%; al comparar la
prevalencia de este estudio con los realizados en México, se observé mas elevada a
la reportada en la region sur, en la Huasteca alta de Veracruz (19,52%) [24] y en el
centro del pais, en el estado de México (34,33%) [3]; y menor a la observada por
Romero y col. [38] en corderos (67,50%) en la regidén centro oeste de Veracruz; estas
variaciones podrian deberse a la interaccion de distintos aspectos como sistemas de
produccion, edad de los animales o condiciones ambientales. Los resultados sugieren
que este protozoario debe ser considerado endémico en la region estudiada, ya que
C. spp fue detectado en el 100% de las UPO por lo que se debe tomar en cuenta como

un agente de importancia en la sanidad animal.

El conteo semicuantitativo de ooquistes de C. spp en las muestras se presenta
en el Cuadro 5, donde 292 (61,60%) de las muestras se observd con un ooquiste y en
128 (27,00%) se observaron 2 ooquistes. El estudio realizado por Causapé y col. [12]
reportaron mas del 50% de corderos de 1-21 d con excrecion de un oquiste y 13% en

corderos de 22-90 d con 2 0 mas ooquistes; en una poblacion de 32 bovinos (Bos
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taurus), el 53% de las muestras se observé mas de 10 ooquistes [8]. Aunque en el
presente estudio mas del 50% de las excrecion estuvo en el nivel minimo (un ooquiste),
son una fuente importante de infeccion al ambiente y una facil propagacién a los
animales pues la dosis infectante requerida en los animales es baja (1-100 ooquistes)
[5, 18].

, CUADRO 5.
NUMERO DE OOQUISTES DE C. spp OBSERVADOS POR MUESTRA DE HECES
DE CORDEROS DE PELO

Ooquistes Frecuencia Porcentaje
1 292 61,60

2 128 27,00

3 41 8,65

4 12 2,53

5 1 0,21

2.5.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo estudiados se presentan en el Cuadro 6. Las pruebas de
Ji cuadrado indicaron qué de los siete factores, sélo tres fueron significativos (P<0,20):
época del ano, fuente de agua y consistencia de las heces, sin embargo, en el modelo
de regresion logistica marginal solo dos factores resultaron significativos (P<0,05):
época del ano y fuente de agua (Cuadro 7).

En relacion a la época del afo, los corderos tuvieron 2,2 veces mas riesgo de
presentar C. spp en el otofio que en el verano (P<0,0001). La prevalencia de C. spp
es variable de acuerdo a las condiciones climaticas [32], éstas ultimas son un factor
influyente en la presencia de C. spp, tal como lo refieren Essa y col. [17] quienes
registraron la tasa mas alta de infeccion en becerros durante el verano (34,19%) al
compararlo con el otofio (14,29%); si bien la época reportada por estos autores difiere
a lo observado en esta investigacion, si se concuerda con lo sefialado por Green y
col. [23] en que la mayor prevalencia de C. spp se presenta en los meses calidos y

lluviosos, ya que observaron 38,10% mas ooquistes de C. en ovinos en
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el periodo de mas precipitacion. En este sentido, el mes de julio, en la region estudiada
en Culiacan fue considerado como el octavo mes mas lluvioso desde el ano 1941 a
la fecha, y las temperaturas medias entre los meses de verano y otofio fue de 29,5°
y 28,4°C, respectivamente [41] es decir, las temperaturas medias de ambas
estaciones difirieron en 1,2°C, estas temperaturas calidas aunadas a las lluvias son
factores importantes para el desarrollo del protozoario.

CUADRO 6.
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE C. spp EN HECES
DE CORDEROS DE PELO EN EL MUNICIPIO DE CULIACAN, SINALOA, MEXICO

CORDEROS
Factor de riesgo Total Positivos  Porcentaje p?
Epoca del afio *
Primavera 760 268 35,26 0,0001
Otofio 380 206 54,21
Sistema de produccion
Extensivo 329 137 41,64 0,98
Intensivo 811 337 41,55
Fuente de agua *
Pozo 1035 411 39,71 0,0001
Dique 105 63 60,00
Sexo del cordero:
Macho 467 202 43,25 0,34
Hembra 673 272 40,42
Edad del cordero
> 30 hasta 90 d 821 342 41,66 0,932
<30d 329 132 41,38
Consistencia de las heces °
Normales 958 387 40,40 0,063
Anormales 182 87 47,80

? Valores de probabilidad de la prueba de Ji-cuadrado.
® Factores incluidos en el modelo de regresion logistica estdndar.

¢ Factores incluidos en el modelo de regresion logistica marginal.
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CUADRO 7.
PARAMETROS ESTIMADOS DE LA REGRESION LOGISTICA MARGINAL PARA
ALGUNOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE
C. spp EN HECES DE CORDEROS DE PELO EN EL MUNICIPIO DE

CULIACAN, SINALOA, MEXICO
Factor de riesgo Coeficientes  Error Estandar OR IC 95% P

Epoca del afio:

Primavera 0 0 1 1,71; 2,83 0,0001
Otofo 0.397 0,065 2,20

Fuente de agua:

Pozo 0 0 1 0,0001

Dique 0,424 0,107 2,34 1,54; 3,55

Intercepto = 0,128 + 0,109.

El siguiente factor de riesgo significativo fue la fuente de agua suministrada a los
ovinos, ya que los corderos de UPO con agua proveniente de dique tuvieron 2,3 veces
mas riesgo de presentar C. spp que los abastecidos por agua de pozo (P<0,0001), por
lo cual los animales que se les ofrecia agua de dique presentaron mayor prevalencia
(60%) a C. Una de las principales vias de transmision de C. spp es por la ingestion de
aguas contaminadas con el ooquiste [10]. En estudios de deteccién de este protozoario
en ovinos y becerros se incluy6 esta variable indicando al agua como un factor de riesgo
[3, 26]. En un estudio realizado en el estado de Guerrero, México [19], reportaron al
agua de pozo como un factor de riesgo con una prevalencia de 13,30%, esto difiere a
los resultados de esta investigacion, donde se encontré un mayor porcentaje de
prevalencia de C. spp en las UPO donde se ofrecia a los corderos agua de dique, ésto
probablemente se deba a la exposicion de aguas al contacto con heces de animales,
tanto de pastoreo como de vida silvestre, como fue mencionado por Castro y col. [10],
al indicar que los animales son un reservorio importante del parasito facilitando su
dispersion y transmision. EI agua como factor de riesgo también toma notoriedad ya

que es uno de los principales mecanismos de transmision al humano [10, 31, 39].
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La consistencia de las heces se observd anormal (47,40%) y fue
estadisticamente significativo (P=0,063) en el estudio de regresion logistica estandar
pero no en el de regresion logistica marginal. Algunos estudios reportan la asociacion
de heces diarreicas a C. spp con porcentajes que oscilan del 20,70 al 82,50% [6, 12,
42, 43]. El presente estudio concuerda con algunos autores [38, 44, 47], quienes no
observaron dicha asociacion. Estos resultados ponen de manifiesto que, los corderos
de esta regién probablemente presenten cuadros asintomaticos tal como fue descrito
por [2, 29, 44], quienes afirman la posibilidad de animales asintomaticos, con
ausencia de diarreas, por episodios de diarreas previos a la toma de muestra o
recuperacion de la infeccion clinica.

Los resultados del analisis de C. spp y sistema de produccidén extensivo
(41,64%) e intensivo (41,55%) no mostraron asociacion significativa (P<0,98); estudios
al respecto reportan mayor prevalencia en sistemas extensivos [3, 44]. Los resultados
del presente trabajo podrian atribuirse a las condiciones deficientes de higiene en la
mayoria de las UPO que facilitarian el contagio, esta circunstancia unida a que las
dosis infectivas para los animales son minimas, podrian ser la causa de su presencia
en cualquiera de los sistemas estudiados.

El analisis del factor de riesgo sexo de los corderos mostré6 en hembras el
40,42% y los machos 43,25%; sin embargo, no se asocio el protozoario con el sexo
del cordero (P<0,34). Esto coincide con la mayoria de los estudios [6, 28, 44]. En el
presente estudio, la mayoria de los corderos se alojaban en los mismos corrales, por
lo cual la diseminaciéon del protozoario fue facilitada entre la poblacién
independientemente del sexo.

Al analizar los datos de la presencia de C. spp de acuerdo al factor edad de los
corderos se encontrd una prevalencia de 40,12% en los menores de 30 d y de 41,66%
en los mayores de 30 y hasta 90 d (P<0,932). Diversos autores coinciden en que la

edad es un factor de riesgo para la criptosporidiosis [6, 15, 50] y se considera
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a los animales recién nacidos los mas susceptibles [16, 22]. Los resultados de la
presente investigacion muestran similitud a lo reportado por Romero y col. [38],
quienes no observaron diferencias en corderos menores de 1 y hasta 2 m de edad.
Una posible razén a este resultado reside en que los corderos permanecen entre 2,5
y 3 m de edad con la madre, las cuales pueden actuar como fuentes de infeccion [34]
y contribuir al mantenimiento de la misma al excretar ooquistes al medio ambiente [15]
facilitando la recirculacion del protozoario en el rebafo en las diversas etapas de
desarrollo.

Es pertinente continuar con estudios en épocas de invierno y primavera, con el
fin de conocer el comportamiento de C. spp en las distintas épocas, asi como estudios
moleculares acoplados al rastreo de fuentes de contaminacion para determinar las

especies de C. presentes en los corderos.
2.6. CONCLUSION

La presente investigacion es el primer estudio de prevalencia de C. spp en
corderos de pelo en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México, y se observé en el
100% de las UPO, con una prevalencia general de 41,58%, con una variacion dentro
de las UPO de 27,80 a 77,80%. El riesgo de que un animal presente C. spp se
incrementa 2,2 veces mas en época de otofo y 2,3 veces mas con el suministro de
agua de dique, por lo que debe considerarse como un problema endémico de la region
y dirigir mayor atencion a estos factores para la implementaciéon de medidas de

prevencion.
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3.1. RESUMEN

Introduccion: Cryptosporidium parvum es un protozoario entérico zoonético que afecta
a especies animales domésticas, salvajes y humanos. La transmision oral-fecal facilita
su distribucion mediante heces animales y humanas que contaminan el agua, por ello
representa un riesgo de salud publica. El objetivo del estudio fue determinar la
viabilidad de ooquistes de Cryptosporidium parvum en aguas superficiales de una
region altamente agricola en el noroeste de México.

Métodos: Se realizd un estudio epidemiolégico observacional trasversal entre abril y
mayo de 2017 en tres rios y tres canales agricolas. Las muestras se procesaron
mediante el método EPA 1623 de los Estados Unidos para el aislamiento y
cuantificacion; la viabilidad de ooquistes fue determinada mediante microscopia de
fluorescencia y contraste de interferencia diferencial.

Resultados: Ooquistes de C. parvum fueron observados en el 100% del agua
analizada; la concentracién total de ooquistes y ooquistes viables/L fue de 48 (IQR 30-

200,8) y 22 (IQR 10-142,1), respectivamente, con rango de viabilidad de 25% (10/40)
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a77,7% (290/373). Los valores de ooquistes viables y viabilidad fueron similares entre
afluentes de agua (p=0,66), aunque numéricamente en el agua de rio se observo 7,9%
mas ooquistes viables. Los lugares de muestreo estuvieron cercanos a unidades de
produccion ovinas y en contacto con otros animales en pastoreo.

Conclusiones: En todas las muestras de agua fue detectado C. parvum. Ademas, su
viabilidad (51.6%) fue demostrada en aguas superficiales de rios y canales en rangos
superiores a la dosis infectiva lo que representa un riesgo para la salud publica y
animal.

Palabras clave: Cryptosporidium parvum. Viabilidad. Aguas superficiales. Rios.
Canales.

3.2. ABSTRACT

Introduction: Cryptosporidium parvum is an enteric zoonotic protozoan that affects
domestic and wild animals as well as human being. The oral-fecal transmission
facilitates its distribution through animal and human feces which contaminate water and
therefore it represents a public health risk of interest. The objective of this work was to
determine the viability of Cryptosporidium parvum oocysts isolated from surface waters
of a highly agronomic area of the northwestern of México.

Methods: A cross-sectional observational study was conducted between April and May
2017, in three rivers and three agricultural channels. The samples were processed
according to the EPA method 1623 of the United States for the oocysts isolation and
quantification; oocyst viability was determined by fluorescence microscopy and
differential interference contrast.

Results: C. parvum oocysts were observed in 100% of the analyzed water; the total

concentration of oocysts and viable oocysts/L was 48 (IQR 30-200,8) and 22 (IQR 10-
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142,1), respectively, with a viability range from 25% (10/40) to 77,7 % (290/373). The
values of viable oocysts and viability were similar among water tributaries (p=0,66),
although numerically river water had a 7,9% more viable oocysts than channel water.
Ovine production units were nearby the sampling places as well as animals being
herded.
Conclusions: C. parvum viability (51,6%) in surface waters of rivers and channels was
demonstrated in ranges that exceed the infective doses suggesting a potential risk of
transmission to humans and animals of the region.
Keywords: Cryptosporidium parvum. Viability. Surface water. Rivers. Channels
3.3. Introduccién

Las enfermedades diarreicas son una causa principal de morbilidad y mortalidad
en nifos, ocasionadas por diversos organismos, entre ellos Cryptosporidium, los
cuales se transmiten por la via fecal-oral usualmente a través del agua’.

Cryptosporidium parvum (C. parvum) es un parasito protozoario que afecta a
numerosas especies animales, incluyendo al hombre?. Las caracteristicas del ooquiste
le permite tener resistencia a condiciones ambientales adversas®, mismo que ha
contribuido para estar presente en aguas de pozo, superficiales, residuales, tratadas y
potables*® esto conlleva a brindar atencion especial a este microorganismo debido a
que su ubiquidad resulta ser un riesgo para la poblacién, al resistir procesos de
tratamientos del agua los cuales son ineficientes para su remocién e inactivacion®'°,
Las aguas superficiales en especial en época lluviosa® estan expuestas a la
contaminacién por C.; favorecido por actividades agricolas y ganaderas, pues
propician la diseminacién del protozoario en el agua, los cuales son inmediatamente

infectivos'''?. La prevalencia y concentracién de C. en el agua se ha reportado en
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Espana, 18,4% (7 ooquistes/L); India, 37% (84/20 L); Canada, 75% (26,13/100 L);
México, 69% (4,75/1000L), con rangos de concentracion que podrian causar
afecciones a la poblacion susceptible . La viabilidad de C. parvum se ha
detectado en Etiopia en aguas superficiales (72%), grifo (28%) y pozo (100%), en
México en agua potable (3.12-68.75%)

En México el 64,1% del agua de uso consuntivo proviene de fuentes
superficiales (rios, arroyos y lagos) siendo la agricultura su principal destino con 76,3%
del volumen concesionado. El uso de agua con presencia de C. puede representar un
riesgo de infeccidn latente para la produccién de alimentos, especialmente en regiones
de alta produccién agricola como el estado de Sinaloa (con 753,023 hectareas de
siembra)’® ya que el agua puede ser el vehiculo de transporte hacia los alimentos
comprometiendo su inocuidad, maxime cuando la viabilidad de ooquistes es
desconocida, por ello el objetivo del presente estudio fue determinar la viabilidad en
ooquistes de C. parvum en aguas de rio y canales agricolas de Culiacan, Sinaloa.

3.4. Métodos

En el municipio de Culiacan, Sinaloa, en el noroeste de México, se realizé un
estudio observacional transversal descriptivo. Esta region tiene un clima semiseco,
calido, con lluvias en verano, BS1 (h’) w (w)(e), segun la clasificacion de Képpen y
modificada por Garcia'®; con temperatura promedio anual de 25,9 °C, humedad
relativa promedio de 68% y precipitacién anual promedio de 688,5 mm'”.

El estudio se realiz6 de abril a mayo de 2017 (primavera en el hemisferio norte).
La presencia de unidades de produccién ovinas (UPO) aledafas a la fuente de agua
fue el criterio de inclusion, y por conveniencia se muestrearon los rios San Lorenzo

(24°24'6.86"N 107°13'40.54"0), Tamazula (24°51'47.36"N 107°16'9.18"0) y Culiacan
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(24°47'53.43"N 107°30'27.23"0), y los canales, Principal (24°55'30.05"N
107°31'45.75"0), Rosales (24°48'31.16"N 107°26'53.30"0) y La primavera
(24°36'0.97"N 107°19'3.55"0), los cuales proveen agua para uso domeéstico,

recreativo, agropecuario e industrial (FIG. 10).

Figura 10. Municipio de Culiacan, Sinaloa, México y sitios muestreados de rios y
canales.
En cada sitio de muestreo se tomaron 50 L de agua en contenedores de
poliuretano desinfectados’®, se registro el tipo de afluente (rio o canal), temperatura

del agua, especies de animales presentes alrededor/dentro del cuerpo de agua y
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distancia a la UPO. Las muestras se transportaron a 4 °C al Laboratorio Nacional de
Investigacion en Inocuidad Alimentaria (CONACyT, México), se proceso antes de 24
h.

Las muestras se procesaron de acuerdo al método 1623 de la Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos'é; brevemente, el sistema
(consisti6 de bomba eléctrica (Ultracraft, México), un rotametro (Mc Crometer,
E.E.U.U.) y un mandémetro (Winters, Argentina), se limpié pasando 76 L de agua
destilada, posteriormente se colocd una capsula de filtracidon de polipropileno de 1 ym
de porosidad (Envirocheck HV, Pall Gelman, E.E.U.U.) a través de la cual se filtré la
muestra a una velocidad de flujo de 2 L/min y presion < 30 psi. Después, la capsula se
desensamblo del sistema y se lavé dos veces con 125 mL de solucion de elucion (1 g
de Laureth-12, 10 mL de Tris 1 M, 2 mL de EDTA 2 N, pH 8.0, 150 pyL antiespumante
Y-30/L agua destilada estéril); en la primera, con la valvula en posicion de las 12 (segun
manecillas del reloj), se agité 5 min y en el segundo, la capsula se colocd en posicion
de las 3, después a las 8 y se agité por 5 min en cada posicion. Ambas eluciones se
transfirieron a tubos coénicos de polipropileno de 50 mL. Estas muestras se
centrifugaron a 1500 xg, durante 15 min a 4 °C en una centrifuga con rotor oscilante
(Thermo-Scientific, E.E.U.U.), por ultimo se decanto el sobrenadante hasta un volumen
de 5 mL.

Para la flotacién, se tomé una alicuota de 500 uL y se deposité en un tubo de
50 mL, se adiciond solucioén de elucion hasta 20 mL, se agitdé durante un min y después
se afadieron 30 mL de solucion Percoll-sacarosa (gravedad especifica = 1,09-1,1)
formando una interface. Se centrifugd a 1050 xg durante 10 min a 4 °C, se tomaron

25 mL de la fase superior, y depositandolo en tubo aforando hasta 50 mL con solucién
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de elucion; de nuevo se centrifugd previamente descrito y se aspiraron hasta obtener
5 mL del sobrenadante del sedimento formado.

La muestra obtenida de la flotacion se agité durante un min, se colocaron en
portaobjeto en 2 posillos 50 yL y 10 pL de C. parvum (kit A100 FLK AquaGlo™ G/C
Direct Waterborne™ Inc, New Orleands, LA, USA) como control positivo, y en otro
pocillo 50 yL de PBS 150 Mm como control negativo. El portaobjetos se colocd en
cabina de flujo laminar durante una hora, enseguida se adicionaron 50 uL de metanol
y se dejo secar 15 min, se agregaron 45 uL de anticuerpo monoclonal en cada pocillo
y se incubaron a 37 °C durante 30 min. Se lavé y se coloco una gota de Block out por
1 min; se volvié a lavar y se retiré después de 1 min. Para finalizar se colocé una gota
de solucion de montaje.

Para la cuantificacion y viabilidad de ooquistes se utilizd microscopia de
fluorescencia y de contraste de interferencia diferencial (DIC) empleandose un
microscopio invertido (LEICA DMI 6000 B, Alemania). Las muestras se observaron
bajo el objetivo 40X. Los ooquistes de Cryptosporidium se identificaron por su tamafo
de 4 a 6 um, forma esférica, estructuras internas y coloraciéon verde manzana brillante

(EPA, 1996; 2005). La cuantificacion de ooquistes se realizé con la siguiente férmula:

Numero de ooquistes observados x 50

Ntmero de ooquistes/50 L = s

Donde:
F = Fraccioén del sedimento llevado a flotacion.
V = Volumen de agua filtrada en L.

R= Porcentaje de sedimento examinado expresado en decimales.
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Para determinar la viabilidad de los ooquistes se utilizé la técnica descrita por
Campbell et al'®. Para ello, los ooquistes con coloracion rojo brillante fueron
considerados no viables(YP*/DAPI-), mientras que los ooquistes con azul cielo (DAPI*/
YP-) fueron considerados viables, los ooquistes que no contenian DAPI-y YP- fueron
analizados por microscopia DIC y si presentaban los cuatro nucleos del ooquiste
también se declararon viables.

Los valores de concentracion de ooquistes y viabilidad se presentan con la
mediana y el rango intercuartilico (IQR). Se realiz6 la prueba de Mann-Whitney para la
comparacion de las medianas entre tipo de afluente. El nivel de alfa para aceptar
diferencia estadistica fue maximo de 0,05. Se utilizé el paquete estadistico MINITAB
17.

3.5. Resultados

La presencia de C. parvum se observo en el 100% de las muestras, con una
concentracion de 30 a 373 oquistes/L y mediana de 48 ooquistes/L, concentracion de
ooquistes viables/L de 10 a 90 y mediana de 22, viabilidad de 25 a 77,7% y mediana
de 51,6%, destacando el rio Culiacan con mayor concentracion y viabilidad de
ooquistes de C. parvum (Cuadro 8).

De acuerdo con la fuente de agua, la concentracién, ooquistes viables/L y
viabilidad fueron similares (p = 0,66), con porcentaje de viabilidad de 47,6 (IQR25-64,8)
y 55,5 (IQR33,3-77-7) en agua de canal y rio respectivamente (Cuadro 9).

Es de importancia senalar que en todos los sitios de muestreo (6/6) habia
unidades de produccidon ovinas cercanas a éstos, asi como otras especies,

principalmente aves silvestres y domésticas, dentro de los cuerpos de agua; seguido
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de bovinos y caprinos que pastoreaban y acudian a éstos como abrevaderos y en
menor proporcion cerdos y tortugas (Cuadro 10).
Cuadro 8

Concentracion de ooquistes y ooquistes viables de C. parvum en aguas superficiales.

IDENTIFICACION OOQUISTES/L OOQUISTES OOQUISTES
VIABLES/L VIABLES %

Canal Principal 2° 40 10 25,0

Canal Rosales 56 27 65,0

Canal La Primavera 143 93 47,6

Rio San Lorenzo 30 17 56,7

Rio Tamazula 30 10 33,3

Rio Culiacan 373 290 71,7

Mediana 48 (IQR30-200,8) 22 (IQR10-142,1) 51,6(IQR31,3-66)

Cuadro 9

Concentracion de ooquistes y viabilidad de C. parvum en aguas superficiales de rios y

canales (mediana-IQR).

FUENTE DE AGUA

VARIABLE P

Canal Rio
Ooquistes de C. parvum por L 56(40-143,3) 30(30-373) 0,66
Ooquistes de C. parvum viables 26,7(10-92,8) 16,7(10-290) 0,99
por L
Viabilidad de ooquistes de C. 47,6(25-64,8) 55,5(33,3-77,7) 0,66
parvum %

p=probabilidad (prueba de Mann-Whitney).
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Unidades de produccion ovinas y otras especies animales cercanas a los sitios de muestreo.

MUESTRA  PROCEDENCIA  LOCALIDAD UPO DISTAN- _ OTRAS UBICA-
DEL AGUA (SINDICATURA) CIA DE ESPECIES  CION O
LAUPO  ANIMALES DISTANCIA
ALAGUA CERCANAS DE OTRAS
(m) ALAGUA  ESPECIES
AL AGUA
(m)
1 Canal Culiacan Granjita 600 Bovinos 3
Principal 2° Limo6n 1000 *Caprino 120
La Hacienda 1000 S Dentro
Alborada 1200 *Patos
2 Canal Culiacancito ~ S. Sebastian 550 Equinos  Dentro
Rosales *Patos Dentro
Perros Periferia
3 Canal Costa Rica Sanfer 80 *Garzas  Dentro
Primavera Tabachines 1700
El Trabajo 80
4 Rio Quila Los Naranjos 1800 Aves Periferia
San Lorenzo La Loma 700 *Bovino 10
S 100
Ovinos
5 Rio Imala Guayacan 5000 Aves 20
Tamazula *Bovino Periferia
S
6 Rio Aguaruto A. del rio 80 Bovinos 120
Culiacan Fetasa 1400 *Cerdos 60
El cabrito 2300 *Garzas  Dentro
Tortugas Dentro

*Especies animales observadas con mayor cantidad en el area.
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3.6. Discusion

Los resultados muestran la presencia de C. parvum en todos los cuerpos de
agua analizados. De igual forma esta descrito en distintos paises, con 75% en
Canada', 18,4% en Espana'®, 37% India®, 32% en China?’ y 69% en México® con una
concentracion de ooquistes de 26,13/100 L, 7 ooquistes/L, 84/20 L, 5,2/10 L, 4,75/1000
L, respectivamente; si bien, los porcentajes son menores a los encontrados en el
presente estudio, esto puede deberse al hecho de la actividad eminentemente agricola
y pecuaria del Estado, posee abundantes recursos hidrologicos; por el valle de
Culiacan atraviesan 3 rios que proveen agua para diversas actividades, y a partir de
los cuales se derivan canales de riego y diques, es conocido que el agua contaminada
representa la principal via para la diseminacion de C. parvum?® que provienen de
pozos, aguas superficiales e incluso de la red de abastecimiento publico®'* medio por
el cual se puede extender a kilbmetros de distancia de manera que la presencia de
ooquistes en las aguas de Culiacan sugieren su amplia distribucion geogréfica, es
importante sefialar que el 78% del agua producida’, se obtiene mediante plantas
potabilizadoras que aprovechan el agua superficial y a pesar de los procesos de
potabilizacidon estos llegan a ser insuficientes para la remocién de C., ademas el agua
residual tratada es factible de utilizarse en riego de areas verdes, parques y jardines,
asi como en riego agricola de cualquier producto, lo que favorece su diseminacién.

En esta investigacion, del total de ooquistes obtenidos concentrados, entre 25-
77,7% se encontraban viables en aguas superficiales, lo cual concuerda con Atnafu et
al.” quienes obtuvieron viabilidad del 27-100%. Esto denota un riesgo para la salud
animal y publica, puesto que a diferencia de otros protozoarios, C. es infectivo desde

el momento de ser excretado por el hospedero y requiere una dosis infectiva que
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oscilan entre 1-10 ooquistes?’, lo cual es grave pues la concentracion minima
observada en las aguas superficiales analizadas fueron 10 ooquistes. C. parvum se ha
reportado en aguas tratadas y potables®®. Un factor de relevancia en la viabilidad de
C. es la caracteristica estructural del ooquiste, conformada por una doble pared que le
permite resistir factores ambientales adversos®. El elevado porcentaje de ooquistes
viables en el presente estudio podria atribuirse a la influencia de factores como la
época del aiio?? la cual coincide con la estacionalidad de las infecciones humanas' y
animales’"?3; en la region estudiada la temperatura ambiental en el periodo analizado
oscilo entre 24 y 26 °C, en época de primavera; y coincide con lo realizado en rios de
Tailandia donde analizaron la diferencia estacional de contaminacion de C. parvum en
agua superficial, y la mayor prevalencia se presenté cuando la temperatura promedio
fue de 28,3 °C?*, muy cercana a la registrada en este estudio; a diferencia de una
investigaciéon en EE.UU. donde la época predominante de C. fue en verano y otofio,
épocas mas humedas del area estudiada, seguidas de primavera e invierno'’. Asi
mismo Chuah et al.’® observaron mayores concentraciones del protozoario en épocas
de mas humedad (julio-agosto) donde casi se duplicé la concentracion del protozoario
al compararlo con la época seca (abril-mayo); con la presencia de lluvias en las
estaciones humedas las escorrentias facilitan el transporte de heces de animales con
ooquistes hacia las aguas superficiales. Estudios en esta region?® se realizaron en
época seca y humeda (febrero-septiembre), encontrando 40% del agua superficial
colectada positiva al protozoario con una concentracion 17 a 200 ooquistes/100 L,
valores menores a los presentados, ademas de no determinar la viabilidad de los
ooquistes. Estos hallazgos sefialan la importancia de la presencia del protozoario en

las aguas en diferentes estaciones del afo, por lo cual es necesario conocer el
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comportamiento del microorganismo en las diferentes épocas a fin de dilucidar su
dinamica estacional en la region estudiada, ya que la mayoria de los autores concluyen
que la mayor concentracién de C. se presenta en la época humeda’%122%,

Las aguas superficiales estan expuestas a diversos factores de contaminacion
por C. parvum, asi se han reportado en agua de mar (6%), de rio (11%)?**y aguas de
canal (44.89%)?°. En esta investigacion ooquistes de C. se observaron tanto en agua
de rio como de canal, aunque la diferencia no fue significativa el agua de rio contuvo
mayor porcentaje de ooquistes viables y podria atribuirse al paso de sus aguas por
poblaciones rurales y urbanas a través de las cuales se vierten desechos y aguas
residuales; condiciones diferentes a los canales de riego donde por sus caracteristicas
estructurales y revestimiento de paredes disminuyen la filtracion de microorganismos;
debido a su uso doméstico, agricola, pecuario y recreacional, es imperativo establecer
medidas de proteccién y vigilancia a estos cuerpos de agua y prevenir riesgos de
contaminacion.

La presencia de C. se ha sefialado en diversas especies animales??7-?%29  no
obstante en humanos se reportan infecciones con mas de 15 especies, la mayoria de
éstas se atribuyen a C. hominis y C. parvum?®, asi mismo en animales, C. parvum se
reporta como la especie mas importante en bovinos, ovinos y caprinos, tanto por las
pérdidas econémicas que provoca como la morbimortalidad asociada a la enfermedad
y fuente de ooquistes que son dispersados causando brotes en humanos y animales?.
En Tailandia, C. fue detectado en ganado y sugiere la transmision e infeccion del
protozoario por ingestion directa de materia fecal presente en campos comunales
donde pastan y defecan las manadas, asi como también pueden estar expuestos

mediante las aguas superficiales contaminados con este parasito’. Las practicas
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agricolas y ganaderas pueden estar implicadas en la contaminacion del agua por
diversos microorganismos, entre ellos C.”'3?6. La contribucion de la presencia de
animales cercanas a las aguas superficiales en la regiéon estudiada aun es
desconocida. De los sitios muestreados el 100% se ubico en distancias de entre 80 y
5000 m de UPOQO, de las cuales en una investigacion previa se detectd una prevalencia
de 41,58%, y el factor de riesgo fue la fuente de agua suministrada a los ovinos, con
2,3 veces mayor riesgo de presentar C. spp cuando eran abastecidos por agua de
dique®®, lo que podria sugerir una contaminaciéon ciclica®®. Aunado a ello, otras
especies animales (productivas y silvestres) también se observaron en las cercanias
a las tomas de muestra, particularmente en el rio Culiacan, el cual cruza por la capital
del estado y poblados contiguos, y donde se observé el mayor porcentaje (290/373)
de ooquistes viables, aunque esta diferencia no fue posible demostrarla
estadisticamente en este sitio, ademas de UPO muy cercanas también se localizaba
al borde del rio una granja porcicola y un corral de bovinos; y garzas dentro del cuerpo
de agua, donde se refugian, esto coincide con el estudio de rio y aguas marinas, donde
en estas ultimas el nivel mas alto de contaminacion correspondia con la presencia de
gaviotas migratorias?*. Practicas como la fertilizacién de la tierra con heces animales
para las siembras son habituales en esta region, estos abonos organicos se mezclan
con las tierras de cultivo y en épocas de lluvias pueden arrastrarse a los cuerpos de
agua mas cercanos, estos eventos hidrolégicos facilitan la diseminacién de ooquistes
de la superficie de la tierra al agua superficial’''?. Algunos sistemas de produccion en
el area de estudio, son extensivos??, donde bovinos, ovinos y caprinos pastorean libres
en praderas, agostaderos o poblados, los animales criados bajo este sistema acuden

a beber y por ende se presume puedan contaminar con sus patas o mediante
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defecacion en aguas y canales'™, lo que puede ser un riesgo de contaminacion de
productos agricolas al adherirse a las superficies de los cultivos?®. Aunque el estudio
de agua demuestra la presencia de C. parvum, es importante sefalar que la
prevalencia del protozoario en especies animales es poco conocida por lo que sera
importante relacionar o conocer el papel que juegan estos en la epidemiologia del
parasito ademas de continuar los estudios de genotipificacién que permitan identificar
las fuentes de contaminacion de agua.
3.7. Conclusién

El estudio demuestra la presencia de C. parvum (100%) y una mediana de 22
ooquistes viables/L (IQR 10-142,1) en aguas superficiales de rios y canales en rangos
superiores a las dosis infectivas, lo cual sugiere un riesgo potencial de transmision a
humanos y animales al ser una region altamente agricola y ganadera.
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CAPITULO 4. Cryptosporidium spp: PREVALENCIA Y FACTORES
DE RIESGO EN CORDEROS DE PELO EN EPOCA DE INVIERNO Y
PRIMAVERA.

El capitulo 4 se integra por el articulo en proceso de envio, a revista cientifica
incluidas en el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT) o en Journal of
Citation Reports®. Al igual que los capitulos 2 y 3 el escrito que integra este apartado
pretende contribuir parcialmente al objetivo general del documento de tesis; el articulo
sera enviado a la revista International Journal for Parasitology que tiene como objetivo
publicar los resultados de la investigacion original en todos los aspectos de la
parasitologia basica y aplicada, que van desde parasitos y relaciones huésped-
parasito de interés bioldgico intrinseco a los de importancia social y econdmica en

medicina y agricultura humana y veterinaria.
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Cryptosporidium spp: PREVALENCE AND RISK FACTORS IN LAMBS OF HAIR
IN WINTER AND SPRING SEASON.
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4.1. RESUMEN

Un estudio epidemioldgico transversal se realizé en el municipio de Culiacan, Sinaloa,
México, con el objetivo de determinar la prevalencia y factores de riesgo asociados
con Cryptosporidium spp en corderos de hasta 90 dias de edad durante época de
invierno y primavera. Se incluyeron 23 unidades de produccion ovina (UPO) bajo
sistema de produccion intensivo o extensivo y 760 muestras de heces de corderos.
Para identificar ooquistes de Cryptosporidium spp se prepararon frotis tefidos con la
técnica Ziehl-Neelsen modificada, examinados bajo el objetivo de inmersion (100X)
para permitir la identificacion del protozoario y el conteo se determiné por el nimero
de ooquistes observados en 20 campos al azar, con escala de 0 a 4. El analisis se
realizd con prueba de Ji cuadrada, prueba exacta de Fisher y regresion logistica
multivariada (P<0.10). La prevalencia general fue de 45.39% [Intervalo de confianza
(IC) 95% 41.81; 49.01%]; la observacién de 2 a 5 ooquistes por muestra en el conteo
semicuantitativo tuvo la frecuencia mas alta con 41.45%. El riesgo de un cordero
positivo a Cryptosporidium fue 2.64 veces mayor en primavera que en invierno
(P<0.0001); y la zona de produccion en el valle present6 1.58 veces mayor riesgo de
resultado positivo a Cryptosporidium que la zona de los altos (P<0.0532). Se concluye
que Cryptosporidium spp es un parasito ubicuo al observarse en el 100% de las UPO,
asociado a la época de primavera y zona de los valles como factores de riesgo; por lo
tanto, es necesario continuar con estudios moleculares para determinar las especies
de Cryptosporidium en los corderos.

Palabras clave: Cryptosporidium; corderos; prevalencia; factor de riesgo; época.
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4.2. ABSTRACT
A cross-sectional epidemiological study was conducted in the municipality of Culiacan,
Sinaloa, Mexico, with the objective of determining the prevalence and risk factors
associated with Cryptosporidium spp In lambs under 90 days of age during the winter
and spring seasons. A total of 23 sheep production units (UPO) and 760 lambs aged 1
and 90 days were evaluated under intensive or extensive production systems. The fecal
samples were stained with the modified Ziehl-Neelsen technique, examined under the
objective of immersion (100X) to allow the identification of the protozoon and the count
was determined by the number of oocysts observed in 20 random fields, with levels of
0 to 4. The general prevalence was 45.39% [Confidence interval (Cl) 95% 41.81;
49.01%)], 100% of the UPOs were positive to Cryptosporidium with variation between
the UPO from 25 to 68%. The observation of 2 to 5 oocysts per sample in the
semiquantitative count had the highest frequency with 41.45%. The risk of an animal
positive to Cryptosporidium was 2.64 times higher in spring than in winter (P<0.0001);
another factor was the production area with a 1.58 times higher risk of presenting
Cryptosporidium in the valley zone (P<0.0532). It is concluded that Cryptosporidium
spp is a ubiquitous parasite when observed in 100% of the UPO, associated with the
spring season and valley zone as risk factors; therefore, it is necessary to continue with

molecular studies to determine the species of Cryptosporidium in lambs.

Keywords: Cryptosporidium; lambs; prevalence; risk factor; season.
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4.3. INTRODUCCION

Cryptosporidium es un parasito protozoario ubicuo en humanos y animales
(Xiao, 2010), y se considera como uno de los principales enteropatdégenos que produce
gastroenteritis severa en rumiantes recién nacidos (Sharma y Busang, 2015). Las
infecciones provocadas por el parasito en ganado puede llevar a pérdidas econdmicas
debido a la morbilidad y mortalidad (Lendner et al.,, 2011); asociada a la diarrea,
deshidratacion y pérdida de peso (Wang et al., 2014). Los animales jévenes parecen
ser mas susceptibles a la enfermedad, mientras que las infecciones en animales
adultos a menudo son asintomaticas o no ocurren (Castro-Hermida et al., 2007; Silva
etal., 2011). El ciclo de vida de Cryptosporidium es directo y los ooquistes son la etapa
infecciosa del parasito que se liberan en las heces, se acumulan rapidamente en el
medio ambiente y son infectantes por meses bajo condiciones favorables (Fayer et al.,
2000; Shafiq et al., 2015). La prevalencia de Cryptosporidium se ha descrito
mundialmente y oscila entre 11.3 y 67.5% (Gharekhani et al., 2014; Romero et al.,
2016); y se asocia a factores como la temporada, zona geografica, fuente de agua
suministrada, tamafo del hato, condiciones higiénico-sanitarias, sistema de
produccion, edad de los animales, entre otros (Castro-Hermida et al., 2002; Venua et
al., 2012; Castro-del Campo et al., 2017). En México tradicionalmente los pequeinos
rumiantes han estado en manos de los productores mas marginados, de bajos
recursos econdmicos y alejados de los beneficios de la asistencia técnica y la
tecnologia, sin embargo, en la produccién ovina, cada vez es mas frecuente el flujo de
capital financiero, dando origen a una produccién pecuaria empresarial muy promisoria
(Cuellar et al., 2011). Los estudios de Cryptosporidium en esta especie son limitados,
por ello, el objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia y factores de riesgo
potenciales asociados a Cryptosporidium spp en corderos de pelo durante época de

invierno y primavera.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México (24°46’ 13"
LNy 107° 21’ 14” LO). La region se caracteriza por tener un clima BS1 (h’) w(w)(e), el
cual se define como clima semiseco, muy calido, con lluvias en verano, segun la
clasificacion de Kdppen y modificada por Garcia (Garcia, 1988); con temperatura
promedio anual de 25.9°C, maxima promedio de 30.4°C en junio y julio, y minima
promedio de 20.6°C en enero; la humedad relativa promedio es de 68%, con maxima
de 81% en septiembre y minima de 51% en abril; la precipitacion anual promedio es
de 688.5 mm (CIAPAN, 2002).

4.4.2. Tipo de estudio y tamaino de muestra

Se realizé un estudio transversal de diciembre de 2014 a marzo de 2015. La
unidad de muestreo fue la unidad de produccion ovina (UPQO). Para obtener el numero
de UPO que se incluyeron (n=23) se considero el 100% (13 productores) que integran
la Asociacion Ganadera Local Especializada de Criadores de Ovinos y Caprinos de
Culiacan (FIG. 11), y 10 productores no asociados que aceptaron colaborar. En 2013
Sinaloa tenia registradas 162,213 cabezas ovinas, de las que 43,560 estaban en el
municipio de Culiacan, distribuidas en 125 UPO (SIAP, 2013), por lo que la muestra
representd el 18.4% de las UPO. El muestreo de UPOs y corderos fue por
conveniencia, con base a la cooperacion del duefio, la facilidad para el acceso a la
granja en cada sindicatura, asi como la facilidad de captura de los corderos. El estudio

se realizé en UPOs de 10 sindicaturas del municipio que representa el 55.6%.
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Figura 11. Localizacién de las unidades de produccion ovina en el municipio de

Culiacan, Sinaloa, México.

Debido a que al realizar la visita para el muestreo se desconocia en cada UPO
el numero de corderos existentes, por causa de corderos muertos y vendidos, se
consider6 el numero de adultos (Cuadro 11), y se decidié muestrear un numero de
corderos que representé al menos el 10% de los adultos en cada UPO. Se realizaron
muestreos en invierno y primavera, en los que los corderos no fueron siempre los
mismos. Se muestrearon 760 corderos (380 en invierno y 380 en primavera) con
edades comprendidas entre 1y 90 dias (d), la edad se confirmé mediante los registros

individuales o por cronometria dentaria (Cuellar et al., 2011).
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Cuadro 11. CORDEROS ANALIZADOS POR SISTEMA DE PRODUCCION Y UPO.

SINDICATURA UPO SISTEMA DE OVINOS CORDEROS
PRODUCCION ADUL- MUESTREA-
TOS DOS
INTENSIVO EXTENSIVO
Villa Adolfo L.M Agricola Limén . 80 10
La Hacienda . 150 20
La granjita * 120 17
Alborada * 180 18
El Salado El alacran . 70 11
Costa Rica El trabajo . 20 5
Agricola Sanfer * 150 15
Agricola Tabachines * 180 20
Quila Naranjos . 70 12
La Loma . 30 5
Aguaruto Fetasa . 200 22
Agricola del Rio * 45 5
Los Cabritos * 200 20
Culiacancito San Sebastian . 250 25
Agricola Quiroz * 250 25
Los Otates . 180 20
Las Tapias Santa Maria * 130 15
Sanalona Baldomero . 20 5
Imala Guayacan * 200 25
Culiacan Guésima . 230 25
Agricola Mojolo * 300 35
Ganadera Verdugo * 80 15
Campo Morelia . 180 20

4.4.3. Colecta de muestras y analisis de laboratorio

Las heces se obtuvieron directamente en el recto con guante de latex y sélo por

enema en los corderos menores de 1 mes (m), luego las muestras fueron identificadas

y se refrigeraron a temperatura no mayor a 4 °C hasta su traslado y analisis (MABE,

RMP65YL, Estado de México, México) en el laboratorio de Parasitologia de la

Universidad Auténoma de Sinaloa; al mismo tiempo se registré informaciéon sobre:

época del afio (invierno y primavera), zona de produccion (valle y altos), sistema de

produccion (intensivo y extensivo) de la UPO, fuente de agua suministrada (dique y

pozo), edad del cordero en dias (de 1 a 30, mayor de 30 a 60 y mayor de 60 a 90 d),

consistencia de las heces (normales y blandas), sexo del cordero (hembra y macho) y

presencia de bovinos (si y no).
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La deteccion de ooquistes de Cryptosporidium spp en las muestras fecales se
efectué mediante la técnica de Ziehl-Neelsen Modificada (OIE, 2008). La observacion
de los frotis se realiz6 mediante un microscopio 6ptico de luz (Carl Zeiss Axiostar®,
EUA) con el objetivo de inmersion (100X) y los ooquistes se identificaron con base a
las caracteristicas morfoldgicas. El conteo de los ooquistes se obtuvo mediante un
método semicuantitativo, segun lo establecido por Castro-Hermida et al. (2002) de
acuerdo con el numero promedio de ooquistes en 20 campos seleccionados al azar,
con escala: 0 (sin ooquistes), 1 (1 ooquiste), 2 (2 a 5 ooquistes), 3 (6 a 10 ooquistes)

y 4 (mayor a 11 ooquistes).
4.4.4. Analisis estadistico

Un caso se definié como aquel cordero positivo con al menos un ooquiste de C. spp
La prevalencia se estim6 como el numero de corderos positivos entre el total de

corderos muestreados.

Los resultados de la observacion al microscopio (positivo o negativo) se resumieron
en cuadros de contingencia por factor y se analizaron para detectar asociacion entre
el resultado y el factor con la prueba de Ji cuadrada, para la edad del cordero se realizé
el analisis con la prueba exacta de Fisher al considerar las categorias de edad en
cuadro de contingencia 2 x 2. Para determinar los factores de riesgo de resultados

positivos se aplicé analisis de regresion logistica multivariado. El modelo general fue:

~exp(a+ X Bix;)
1+exp (a+YBix;)

(x)

Donde: 1 (x), el valor de 1 puede variar a medida que cambia el valor de X, y se
quiere describir su dependencia; los valores de xi = (x1,...,xp) son las variables
predictoras p, xi representa el vector de variables independientes; exp es la base de
los logaritmos naturales 2.71828; a es el valor del intercepto; Bi son los valores de los
coeficientes de regresion (Agresti, 2002). La edad del cordero se incluy6é en las
categorias de 1 a 30, y mayor de 30 hasta 90 dias. Para éste analisis se utilizo el

procedimiento LOGISTIC (SAS, 2001) con la opcion hacia atras, para estimar el grado
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de asociacion [razon de probabilidades (OR)] y los intervalos de confianza, asi como
los estimadores de los parametros del modelo de regresion y su error estandar. El nivel
de alfa para considerar asociacion entre el factor con el resultado positivo, y estimar el

factor de riesgo, fue maximo de 0.06.

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, las 23 UPO (100%) fueron positivas al
protozoario y de las 760 muestras analizadas, 345 resultaron positivas a
Cryptosporidium spp, con prevalencia general de 45.39% (IC95% 41.81; 49.01%).
Entre las UPO, la prevalencia varié de 25 a 68% (GRAFICA 1). Por sindicatura, la
prevalencia promedio fue: Culiacan 52.72%, Aguaruto 50.15%, El Salado 50%,
Culiacancito 46.5%, Villa Adolfo Lopez Mateos 44.60%, Imala 42%, Costa Rica
41.94%, Quila 32.5%, Sanalona 30% y Las Tapias 30%.

La prevalencia de Cryptosporidium spp en diferentes partes del mundo es
variable, como las reportadas en Iran, 11.3% (Gharekhani et al., 2014), Botswana,
13.3% (Sharma y Busang, 2015), Turquia, 13.63%, (Ozdal et al., 2009), China, 14.6%
(Shen et al., 2011), Espafia, 31% (Castro-Hermida et al., 2007), todas menores a las
reportadas en el presente estudio; y al comparar con las prevalencias de
Cryptosporidium en México, de igual manera es mayor a lo observado en el estado de
México con un 35.5% de ovejas positivas y un 33% de corderos (Alonso et al., 2005);
asi mismo en el sur de México, con 19.52% en la Huasteca alta de Veracruz (Guillén
et al., 2013), y menor a la observada en la region centro oeste de Veracruz con 67.5%
(Romero et al., 2016), y coincide con el estudio realizado en la misma area de Sinaloa
con 41.58% (Castro-del Campo et al., 2017).
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FIGURA 12. PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp EN CORDEROS DE
PELO POR SINDICATURA Y UPO.

Las variaciones de prevalencia en los corderos en las distintas regiones del
mundo puede deberse a condiciones ambientales y distintos niveles de contaminacion
en los mismos, asi como practicas de manejo, que al interactuar propician condiciones
favorables para la infeccion a los corderos. Las condiciones generalmente calidas de
la region pueden propiciar condiciones idoneas para mantener su infectividad en el
rebafo. La prevalencia anual en esta region en época de verano y otofio es de 41.58%
(Castro-del Campo et al., 2017) a 45.39% segun el resultado del presente estudio; y al
observarse en el 100% de las UPO, debe considerarse como un agente de riesgo para

la salud animal y publica.

El conteo de ooquistes de Cryptosporidium spp se observa en el cuadro 12. La
mayor frecuencia se observo en la categoria de 2 a 5 ooquistes (143/345), seguido del
nivel de 1 ooquiste (127/345), los conteos de 6 a 10 ooquistes y mayor que 10

ooquistes observaron frecuencia de 53 y 22, respectivamente.
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Cuadro 12. CONTEO DE OOQUISTES DE Cryptosporidium spp EN HECES DE
CORDEROS DE PELO.

Ooquistes Frecuencia Porcentaje
1 127 36.81
2a5 143 41.45
6a10 53 15.36
> 10 22 6.38

Castro-Hermida et al. (2002) observaron en bovinos que el nivel de excrecion
fue de mas de 10 ooquistes en el 53% de las muestras, superior a lo observado en el
presente estudio, y podria atribuirse a la mayor eliminacién de ooquistes de los
bovinos, por ello, estos son considerados los principales reservorios, especialmente
los becerros (Xiao, 2010). En corderos la excrecion fue de 1 ooquiste en mas del 50%
de los corderos de 1 a 21 d y con 2 o mas ooquistes el 13% en corderos de 22 a 90 d
(Causapé et al., 2002); asi mismo, Castro-del Campo et al., (2017), al analizar la
excrecion en corderos menores de 90 dias, 292 (61.60%) de las muestras se
observaron con un ooquiste y 128 (27.00%) se observaron de 2 a 5 ooquistes. Estos
resultados coinciden con ésta investigacion al observar los mayores porcentajes de
excrecion en la escala de 1y 2 (de 1 a 5 ooquistes); y si bien, son los niveles mas
bajos de excrecion, deben considerarse como una fuente potencial de infeccion al
ambiente debido a la dosis infectante baja necesaria para los animales, su rapido ciclo
de vida y la capacidad para autoinfectar a su hospedador (Basualdo et al., 2000; Fayer
et al., 2004).

Con respecto a la asociacion, de los ocho factores analizados (Cuadro 13), tres
mostraron asociacion con el resultado positivo: época del afio (P<0.0001), edad del
cordero (P<0.0004) y zona de produccién (P<0.06); sin embargo, para el analisis de
los factores de riesgo, de los ocho factores, sélo la época del afio (P<0.0001) y la zona
donde se ubica la UPO (P<0.0532) resultaron significativos (P<0.06) en el modelo de

regresion logistica multivariada (Cuadro 14).
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La zona de produccién se presentd también como un factor de riesgo con
prevalencia real de 46.64% en el valle comparada con 36.26% en los altos. (P<0.06),
con factor de 1.564 veces mayor riesgo de presentar Cryptosporidium en zona de valle
que zona de altos (P<0.0532). Esto probablemente se debe a que la zona de valle es
una region en la cual convergen los rios Culiacan, Tamazula, Humaya y San Lorenzo
que provienen de areas mas elevadas y que a su paso se contaminan con
microorganismos como Cryptosporidium, por lo que en esa zona las aguas podrian
tener mayor carga parasitaria, al transitar por comunidades y diversas unidades de
produccion animal. Daniels et al. (2015) demostraron que el principal contribuyente de
ooquistes al ambiente fue el ganado; y que representan un riesgo potencial para la
contaminacion de las aguas superficiales (Budu et al., 2012). Esta demostrado que el
agua es uno de los principales factores de transmision del protozoario (Navarro et al.,
2011; Daniels et al.,, 2015), y en la region se ha analizado la concentracion de
Cryptosporidium en niveles superiores a las dosis minimas infecciosas (resultados sin
publicar articulo en prensa), lo que podria explicar los resultados antes mencionados.

La edad del cordero estuvo asociada a la prevalencia de ooquistes de
Cryptosporidium spp (P<0.0004); con prevalencia de 37.27% en corderos de hasta 30
d de edad, a 55% en corderos de entre 61 a 90 d (P<0.05). Sin embargo, al incluir en
el modelo todos los factores, la edad no result6 como factor de riesgo (P=0.13). La
edad de los animales es considerada como un factor predisponente a la
cryptosporidiosis en distintas especies animales (Bejan et al., 2009; De Graaf et al.,
1999; Essa et al., 2014; Zucatto et al., 2015). Los resultados del presente estudio
difieren a los del realizado en la Provincia de Zaragoza, Espafia, en corderos de 1a 3
meses de edad, donde la infeccion fue mas elevada en los corderos jovenes con
rangos de edad de 1 a 21 dias con un 66.4% y 23% en los de 22 a 90 dias, y una
prevalencia maxima de 76.2% en corderos de 8 a 14 dias (Quilez et al., 2003); asi
como el llevado a cabo en Turquia por Baris et al. (2009) quienes observaron
Cryptosporidium principalmente a la edad de 1 a 3 semanas, mismo que disminuyo
conforme aumentoé la edad de los corderos, con 44.4% en menores de 7 dias, 37.5%
de 8 a 14 dias, 40% de 15 a 21 dias y 22.0% en mayores de 21 dias.
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CUADRO 13. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE
Cryptosporidium spp EN CORDEROS DE PELO.

Corderos
Factor de riesgo Total positivos  Porcentaje P
Zona de produccion
Altos 91 33 36.26 0.06
Valle 669 312 46.64
Epoca del afio
Invierno 380 128 33.68 0.0001
Primavera 380 217 5711
Sistema de produccion
Extensivo 216 104 49.07 0.20
Intensivo 544 231 4393
Fuente de agua
Dique 80 32 40.00 0.31
Pozo 680 313 46.03
Sexo del cordero
Hembra 434 196 45.16 0.88
Macho 326 149 45.71
Edad del cordero
<30d 271 101 37.27- 0.0004
>30y<60d 269 123 4572
>60y<90d 220 121 55.00-
Presencia de bovinos
Si 394 171 43.40 0.25
No 366 174 47 .54
Consistencia de las heces
Normal 504 233 46.23 0.52
Blanda 256 112 43.75

1 Valores de probabilidad de la prueba de Ji-cuadrada.
abe | jterales diferentes en los porcentajes de positivos para edad de los corderos

indican diferencia estadistica (Prueba Exacta de Fisher; P<0.05).
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CUADRO 14. ANALISIS,DE REGRESION LOGISTICA MEDIANTE EL METODO DE
SELECCION DE VARIABLES HACIA ATRAS CON LOS FACTORES
DE RIESGO A Cryptosporidium spp EN CORDEROS DE PELO.

Factor de riesgo Coeficiente Error OR IC 90% P
Estandar

Intercepto -0.3719 0.1190 0.0018

Epoca del afio 0.4848 0.0753 2.64 2.09;3.38  0.0001

Zona de produccion 0.2299 0.1189 1.58 1.07;2.34  0.0532

OR=Razobn de probabilidades; IC=Intervalo de confianza; P= Probabilidad.

En el mismo sentido, Pulido et al. (2014) reportaron la edad de bovinos como factor de
riesgo (OR=9.42; P<0.037) en la excrecion de ooquistes del protozoario en el grupo
de bovinos menores a 12 meses con el 90.9%. Sin embargo, el resultado de nuestro
estudio con respecto a que la edad no resultd ser un factor de riesgo, y coincide con
Castelan-Hernandez et al. (2011) en una muestra de 72 becerros, quienes observaron
una prevalencia de 72.4% en becerros de 3 meses y 74.4% en becerros de 6 a 12
meses, con un comportamiento similar en ambos grupos y el realizado por Castro-del
Campo et al. (2017) con 1140 corderos con prevalencia de 40.12% en los menores de
30 d y de 41.66% en los mayores de 30 y hasta 90 d sin diferencia significativa. Esto
es posible atribuirlo a la participacion que tienen los adultos en la propagacion y
mantenimiento de los ooquistes en el hato, que al ser portadores asintomaticos
enmascaran su presencia y permiten la contaminacion ciclica, ademas del periodo
analizado, en especial en primavera la disponibilidad pastos disminuye lo que podria
favorecer una inmunosupresion por falta de nutrientes ya que la condicidén corporal de
los animales se ve mermada en estas épocas en la entidad (Joachim et al., 2003;
Partida et al., 2013).

Con respecto al sistema de produccion, aunque la prevalencia en el sistema
extensivo fue mayor que en el sistema intensivo, el analisis no mostré asociacion con

el resultado positivo (P>0.20). Este resultado es similar a lo reportado por Castro-del
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Campo et al. (2017). Si bien el manejo de los animales en los sistemas de produccién
son diferentes, es importante considerar las practicas de higiene y carga animal, las
cuales no correspondian en todos los casos a los estandares establecidos (Cuellar et
al., 2011), donde el hacinamiento podria ser una de las causas de no encontrar
diferencia entre ambos sistemas, pues los animales en el sistema extensivo aun que
pastorean libremente por las tardes se confinan en corrales en la noche. Vargas et al.
(2014) indican que en el ambiente a mayor densidad animal corresponde mayor
contaminacion y por consiguiente mayor es la ingestion de ooquistes.

En el 50.51% de las UPO se encontraban en cohabitacién bovinos y ovinos;
sin embargo, no hubo asociacién con la prevalencia de Cryptosporidium (P>0.22);
este resultado es similar al observado en ovinos por Alonso et a/. (2005).

La consistencia de las heces tampoco fue un factor asociado a la prevalencia
de Cryptosporidium (P>0.52). Estos resultados difieren de los de otros estudios, en
donde reportan que la consistencia de heces diarreicas o blandas estuvo asociada a
mayor prevalencia de Cryptosporidium (Shafiq et al., 2015; Modini et al., 2016; Toledo
et al., 2017). En contraste con otras investigaciones, que coinciden con este trabajo,
la asociacién del microorganismo y heces blandas no se evidencio, esto se debe al
curso de cuadros asintomaticos y ausencia de diarreas, ya sea por episodios de
diarreas previos a la toma de muestra o recuperacion de la infeccion clinica (Lassen
et al., 2009; Sharma y Busang, 2015; Castro-del Campo et al., 2017).

La fuente de agua de suministro a la UPO para que beban los ovinos no se
asocié con la prevalencia de Cryptosporidium (P>0.31). Este resultado difiere a lo
informado por Castro-del Campo et al. (2017) al obtener 2.3 veces mas riesgo de
presentar Cryptosporidium spp en los corderos abastecidos por agua de dique durante
las épocas de verano y otono. Esta diferencia podria atribuirse a que en el invierno y
primavera la precipitacion no existe o es minima, lo cual reduce la posibilidad de
contaminacion del agua, pues esta arrastra a los cuerpos de agua, por ejemplo abonos
organicos o excrementos, facilitando la diseminacion al agua superficial (Keeley y
Faulkner, 2008; Burgos et al., 2017).



96

4.6. CONCLUSION

La prevalencia de Cryptosporidium spp en corderos de pelo es elevada
(45.39%) y se encontré en el 100% de las UPO, con mas del 50% de corderos positivos
en la sindicatura de Culiacan y los factores de riesgo asociados a Cryptosporidium son

la época de primavera y la zona de produccion del valle.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES

La presente investigacion es el primer estudio de prevalencia de
Cryptosporidium spp en corderos de pelo en el municipio de Culiacan, Sinaloa, México.
Se concluye que la prevalencia general de Cryptosporidium spp en corderos durante
las cuatro épocas fue 43.48% y se observo en el 100% de las UPO con variacion de
25 a 78% con factores de riesgo asociados a época de otofio y primavera, agua de
dique y la zona de produccién en valle. En el agua se detect6 en todas las muestras
ademas, su viabilidad (51.6%) fue demostrada en aguas superficiales de rios y canales
en rangos superiores a la dosis infectiva; por estos hallazgos Cryptosporidium debe
considerarse como un problema endémico y al presentarse de manera ininterrumpida
tanto en UPO y agua es necesario elaborar programas de control de éste protozoario
en los animales, ademas, la necesidad de actualizar la legislacion vigente en materia
de control y vigilancia de la calidad de las aguas a fin de incluir, entre los criterios
sanitarios de calidad obligatorios, a Cryptosporidium spp para disminuir riesgos de

infeccidn en la poblacion animal y humana.
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CAPITULO 7. ANEXOS

Al. Municipio de Culiacén y localizacién de rios, canales y unidades de produccién ovinas



119

A2. Muestras de heces positiva a Cryptosporidium spp tefiida por ZN

A3. Muestra de agua positiva a Cryptosporidium parvum
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A4. Rio Culiacan

A5. Rio San Lorenzo y unidad de produccidn bovina extensiva.
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A6. Rio Culiacan y unidad de produccidn porcicola.

A7. Bovinos con acceso directo a rio como abrevadero.
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A8. Muestreo de aguas

A9. Proglétidos de Moniezia spp en heces de corderos
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A 10. Bombeo de aguas de canal a UPO

A 11. Agua vertida de UPO a canal.
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A 12. Ave en rio Culiacan.
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A 13. Evidencias de participacion en estancias de investigacion, ponencias en
congresos y eventos de difusion relacionadas al tema de Cryptosporidium.
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