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RESUMEN

Para contribuir al conocimiento de la criptosporidiosis,
comprender la prevalencia de Cryptosporidium spp. en
terneros y asociar la presencia de ooquistes a diferentes
factores ambientales, se realiz6 un estudio, en el cual, se
recolectaron 151 muestras de heces de terneros, de hasta un
mes de nacidos, en la regiéon Sabana Centro (Cundinamarca).
Para identificar los ooquistes de Cryptosporidium spp., se
empleé la técnica de Ziehl Neelsen modificada. El 22% de
las muestras fue positivo y en el 83% de las fincas habia, al
menos, un animal infectado. El andlisis estadistico mostré
una asociacién entre la consistencia de la materia fecal y la
presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. (X? 16,3; p
< 0,01). La fuente de agua de las fincas revel6 una asociacién
estadisticamente significativa, cuando se comparé con la
presencia de ooquistes en las heces (x° 11,79; p <0,008),
siendo un factor de riesgo el agua de acueducto; contrario a
lo esperado, el agua tratada mostré tener un efecto protector.
Asi mismo, se consiguié una relacién estadisticamente
significativa entre el tipo de alojamiento y la presencia de
ooquistes (x? 7,23; p <0,02), con una mayor probabilidad
de hallar ooquistes en los animales que estaban en estaca
que en aquellos que permanecian estabulados (OR > 4,03).
Los resultados obtenidos confirman que la infeccién por
Cryptosporidium spp. estd ampliamente distribuida en los
hatos lecheros de la zona geogréfica de estudio.

Palabras clave: Cryptosporidium, terneros, heces, Ziehl
Neelsen, diarrea.

SUMMARY

In order to contribute to the knowledge of cryptosporidiosis,
the prevalence of Cryptosporidium spp. in calves and the
association of the oocysts presence, related to different
environmental factors was studies in 151 samples collected
from faeces of calves up to one month old in the region Sabana
Centro (Cundinamarca). To identify the Cryptosporidium spp.
oocysts the Ziehl Neelsen technique was employed. 22% of the
samples were positive; 83% of farms had at least one infected
animal. Statistical analysis showed an association between the
consistency of the stool and the presence of Cryptosporidium
spp. oocysts (X? 16.3, p <0.01); the water source of the farms
showed a statistically significant influence when compared with
the presence of oocysts in the feces (X* 11.79, p <0.008),
being a risk factor the aqueduct water, contrary to expectations,
the farm treated water showed a protective effect. Likewise, we
obtained a statistically significant relationship between the type
of accommodation and the presence of oocysts (X2 7.23, p
<0.02), with a greater likelihood of finding oocysts in animals
that were in stake than those which remained in cowshed
(OR> 4.03). The results confirm that Cryptosporidium spp.
infection is widespread in dairy herds in the geographical
study area.

Key words: Cryptosporidium, calves, feces, Ziehl Neelsen,
diarrea.
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INTRODUCCION

Cryptosporidium spp. es un parasito protozoo de distribucion
mundial, el cual, ha sido encontrado en vertebrados e
invertebrados (Wielinga et al. 2008) y ha demostrado
poseer potencial zoonético (Brook et al. 2009) que ocasiona
gastroenteritis severa en humanos y en otros animales,
incluidos los porcinos (Johnson et al. 2008; Xiao et al. 20006).
Alrededor del mundo, este paréasito se ha constituido como
una de las principales causas de diarrea en los humanos y
uno de los principales protozoos que causa enfermedad, a
través del agua (Hashimoto et al. 2006; Smith et al. 2007).

Cryptosporidium spp. pertenece al phylum Apicomplexa (=
Sporozoa), cuyos miembros poseen un complejo apical; clase
Sporozoae y se reproducen por ciclos sexuales y asexuales;
subclase Coccidia, donde el ciclo de vida involucra merogonia,
gametogonia y esporogonia; orden Euciccidiida (=
Eucoccidiorida), en los que ocurre la esquizogonia; suborden
Eimeriina (= Eimeriorina), en los cuales, la microgamia y la
macrogamia se desarrollan de manera independiente; familia
Cryptosporidiidae, cuyos miembros tiene cuatro esporozoitos
desnudos dentro del ooquiste (Plutzer & Karanis, 2009).

Se han reconocido 22 especies de Cryptosporidium spp.
(Fayer, 2010): cuatro en peces, una en anfibios, dos en
reptiles, tres en aves y doce en mamiferos (Plutzer & Karanis,
2009). Algunas especies parecen estar restringidas a un solo
hospedador mientras que otras no son hospedador especifico
(Thompson et al. 2008).

El estadio del parasito responsable de la transmisién de la
enfermedad son los ooquistes (Fayer, 2010), los que son
altamente resistentes al estrés ambiental y a los tratamientos,
como la desinfeccién quimica. Esto se atribuye a su gruesa
pared compuesta por una compleja barrera protectora,
que le permite sobrevivir por largos periodos fuera del
hospedador (Plutzer & Karanis, 2009). Los ooquistes son
eliminados en grandes cantidades en las heces de los
animales y de los humanos, parasitados durante la fase aguda
de la infeccién, pudiendo mantenerse infectantes durante
periodos prolongados. Esta circunstancia, unida a la baja
dosis infectante (10-100 ooquistes), el elevado nimero de
especies animales que actian como reservorios del paréasito
y la ausencia de un tratamiento farmacolégico eficaz, facilitan
la difusién de la enfermedad (Casemore et al. 1997).

El principal reservorio es el ganado bovino, especificamente,
los terneros, en los que la criptosporidiosis es responsable
de una alta tasa de morbilidad neonatal (Broglia et al. 2008).
Cryptosporidium spp. tiene un gran potencial de transmision a
través del agua de bebida, debido a que los ooquistes pueden

penetrar las barreras fisicas usadas en el tratamiento, ademas,
de ser resistentes a los desinfectantes usados en este proceso,
todo esto, ligado a la baja dosis infectante para los humanos
y para los animales (Smith et al. 2007). La infeccién en los
bovinos esté altamente relacionada con la edad, donde las
mayores prevalencias e intensidad de eliminacién de ooquistes
se ven en los terneros jovenes (Brook et al. 2008).

Cryptosporidium spp. es un parasito reconocido como una de
las principales causas de diarreas en terneros de hasta un mes
de edad. La infecciéon es responsable de una alta mortalidad
(Klein et al. 2008); por ejemplo, Singh et al. (2006), en un
estudio realizado en Punjab (India), encontraron una tasa de
mortalidad del 35,2% y una tasa de fatalidad del 44,4%. Su
impacto se asocia, principalmente, con el dano del intestino
y la baja conversién del alimento. Alrededor del mundo, en
las explotaciones ganaderas, la principal fuente de contagio la
constituyen los propios animales enfermos, que contaminan
con sus heces la cama de la explotacién. La prevalencia
suele ser mayor en explotaciones, con un elevado niimero
de animales y determinados factores, como el hacinamiento
y las condiciones higiénicas deficientes, que se consideran
factores de riesgo. Las anteriores consideraciones justifican
que la presentacién clinica de la enfermedad esté asociada
con la época de partos, observandose un marcado incremento
en la incidencia de nuevos casos al final de la misma,
como consecuencia de la contaminacién progresiva de la
explotacion, a lo largo de la paridera. Los animales adultos
también desempenan un papel importante en la transmisién,
puesto que pueden actuar como portadores asintoméaticos
que eliminan un reducido nimero de ooquistes, aunque
suficiente para infectar a los animales recién nacidos (Vergara
& Quilez, 2004).

Un ternero con diarrea puede excretar 107 ooquistes por
gramo de heces vy, asi, puede producir billones de ooquistes
durante una a dos semanas, en las que la infeccion esté latente
(O’'Handley, 2007).

Por otra parte, la resistencia de los ooquistes a los tratamientos
y alos desinfectantes utilizados rutinariamente para potabilizar
el agua de bebida ha dado notoriedad a la criptosporidiosis en
los dltimos anos, como enfermedad de transmisién hidrica,
que hoy en dia se considera como uno de los mecanismos
de transmisién de la enfermedad al hombre, de mayor interés
(Widme et al. 1996). De hecho, en los ultimos anos se han
documentado un total de 39 brotes hidricos en Reino Unido,
Estados Unidos, Canada y Japén (Slifko, 2000), destacando
el ocurrido en la ciudad norteamericana de Milwaukee en
1993, donde 400.000 personas resultaron afectadas: un 10%
requirieron ingreso hospitalario y, aproximadamente, cien
murieron (Mac Kenzie et al. 1994).
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En lo que se refiere a la influencia del clima existen diferentes
corrientes; Kvac et al. (2006) indican que la presencia del
parésito en los hatos es un constante hecho que se puede dar
por la resistencia ambiental de ooquistes de Cryptosporidium
spp. y la adicién permanente al hato de nuevos terneros
susceptibles. El proceso de transmisiéon es continua en las
granjas lecheras, contrario a lo reportado por Trotz-Wiliams
et al. (2007), quienes encontraron que los terneros nacidos
en Canad4, durante los meses de verano, tenian una mayor
probabilidad de eliminar Cryptosporidium spp., hallazgo
diferente a lo reportado en estudios realizados en Nueva York
y en otras ciudades con condiciones climaticas similares,
cuyos descubrimientos indicaron que el invierno representa
un riesgo para los terneros (Szonyi et al. 2010).

Los tratamientos para la criptosporidiosis son més paliativos
que curativos, con excepcién de nitazoxanida, la cual,
ha mostrado eficacia en el tratamiento de pacientes
inmunocompetentes, asi como inmunocomprometidos,
con excepcién de los nifios con VIH hospitalizados. El
uso de calostro bovino hiperinmune ha demostrado una
reduccién de los sintomas clinicos de la enfermedad, asi
como de la deflacién de la eliminacién de ooquistes, en
varias especies animales. De manera interesante, el calostro
bovino no inmune también ha mostrado eficacia en personas
inmunocomprometidas, lo que se puede deber a la presencia
de algunos éacidos grasos insaturados (linoleico, oleico), que
inhiben la adhesién de los esporozoitos al enterocito (Schmidt
& Kuhlenschmidt, 2008).

Parece que Cryptosporidium parvum tiene una resistencia
natural a quimioterapia y varios factores pueden contribuir
a esta falta de eficacia, que incluyen: 1) la ubicacién unica
del parésito en la célula hospedadora puede afectar la
concentracion del farmaco (transportado desde la célula
hospedadora a través del parasito); 2) falta de objetivos
especificos y las diferencias de objetivos ya sea molecular o
estructuralmente; 3) diferencias en las vias bioquimica y 4) la
existencia de proteinas de transporte o bomba de expulsién
que transportan el medicamento fuera del parésito o dentro
de la célula hospedadora (Mead, 2002).

En Sudamérica, no se conoce con exactitud la prevalencia de
la criptosporidiosis, dado que los estudios epidemiolégicos
realizados son escasos, a pesar que el paréasito ha sido
identificado en todos los paises en los que se investigd su
presencia, mediante técnicas coprolégicas (Vergara & Quilez,
2004). Por ejemplo, Surumay & Alfaro (2000) encontraron una
prevalencia del 29,3% en la regién occidental de Venezuela
en animales que tenfan entre 2 y 20 semanas de edad. En un
estudio llevado a cabo en diferentes regiones de Argentina
mostré una prevalencia del parésito del 29,6% en terneros

de lecherias y 30,5% en terneros de ganaderias de carne
(Bellinzoni et al. 1990). En otro estudio en el Distrito de
Magdalena (Argentina) hallaron un prevalencia del 17% en
terneros menores de 30 dias (Del Coco et al. 2008). Las
mayores prevalencias de Cryptosporidium spp. han sido
reportadas en terneros de dos semanas de edad (Brook et al.
2009; Trotz-Wiliams et al. 2007; Kvac et al. 2006).

En el departamento de Cundinamarca, Colombia, entre
junio de 1996 y octubre de 1998, se realiz6 el primer estudio
serolégico de Cryptosporidium spp. en bovinos adultos, en
el cual, se registr6 una seroprevalencia de 53,3%, lo que
indicé que la criptosporidiosis es endémica y representa un
importante problema de salud publica en el pais (Vergara et
al. 2000). En el Valle de Ubaté y de Chiquinquir4, se hall6 una
prevalencia del 22% en terneros de hasta 35 dias (Avendano
et al. 2010).

Este trabajo buscé determinar la prevalencia de
Cryptosporidium spp., asi como contribuir al conocimiento
de la criptosporidiosis en Colombia, mediante un estudio
epidemiolégico en la regiéon Sabana Centro (Cundinamarca),
en terneros lactantes en explotaciones de ganado vacuno.

MATERIALES Y METODOS

Desde septiembre de 2009 hasta abril de 2010, se recolectaron
y se procesaron 151 muestras de materia fecal de terneros
menores de un mes, de hatos localizados en la regién Sabana
Centro de Cundinamarca. Las muestras fueron analizadas
con la técnica de Ziehl Neelsen (ZN) modificado, como le
reportaron Henricksen & Pohlenz (1981) y se consideraron
positivas cuando se observé al menos un ooquiste del parésito
(llustracién 1a). Dada la baja especificidad y sensibilidad de ZN,
las muestras fueron confirmadas con el uso de un kit comercial
de inmunofluorescencia (IFA) (llustracién 1b), debido a que la
IFA es una herramienta Gtil para las muestras que tienen un
poco numero de ooquistes (Quilez et al. 1996). Las muestras
fueron recolectadas mensualmente, en doce fincas ubicadas
en los municipios de Tenjo, Cota, Chia, Tocancipé, Gachancipa
y Cogua. Cada ternero fue muestreado una sola vez. Todos los
animales muestreados tomaron calostro durante las primeras
24 horas de vida y consumian leche corriente.

En cada finca, se aplicé una encuesta al propietario, donde se
registraron varios datos, como la fuente de agua, el tamano
del hato, el nimero de terneros, el tipo de alojamiento,
la dieta, la edad del ternero y si el ternero habia ingerido
calostro. Adicionalmente, se solicitaron los antecedentes de
pluviometria al Instituto de Hidrologia, Meteorologia y estudios
ambientales de Colombia (IDEAM).
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llustracion 1a: Técnica Ziehl Neeelsen modificado. Ooquistes de Cryptosporidium spp. obtenidos de materia fecal de terneros menores de cinco
semanas, en la Region Sabana Centro (Cundinamarca).

llustracion 1b: Técnica IFA. Ooquistes de Cryptosporidium spp. provenientes de materia fecal de terneros menores de cinco semanas, en la Region
Sabana Centro (Cundinamarca).
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Para analizar la fuerza de asociacién entre las variables
estudiadas, se realizé la prueba de X2 y se hall6 el p-valor; para
rechazar la hipétesis nula, se tomé como valor de referencia
un p<0,05. Cuando en los valores esperados fueron menores
de cinco, se aplicé la prueba de Fisher. Para conocer la
probabilidad que tenian los animales expuestos de presentar la
enfermedad, se hall6 odds ratio (OR); las variables analizadas
en este estudio fueron:

e FEdad

e Consistencia de las heces

e Tipo de alojamiento

e Permanencia del ternero con la madre
e Tamano del hato

e Numero de terneros en el hato

e Fuente de agua de la explotacién

e Volumen de precipitaciones

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 151 muestras en 33 (22%), se observé al menos un
ooquiste de Cryptosporidium spp. Los resultados obtenidos
coinciden con los registrados por Avendano et al. (2010)
en el Valle de Ubaté y Chiquinquird, en donde también se
encontré una prevalencia del 22%. Los datos concuerdan con
los hallazgos realizados por Surumay & Alfaro (2000), quienes
indican una prevalencia del 29,3%, en terneros de Venezuela.
En Argentina, un estudio similar reporté una prevalencia
del 17% (Del Coco et al. 2008), cifra también cercana a la
lograda en este esta investigacion. En el 83% de los hatos
muestreados, se hallé al menos un animal positivo. Ya que
en este estudio no se realizé la caracterizacion molecular del
parasito y dadas las prevalencias comprobadas, los animales
enfermos deben ser aislados y manipulados con precaucion
para evitar la transmision zoonética, asi como el contagio alos
otros animales del hato, ya que, de acuerdo a lo reportado por
Santin et al. (2004), estos terneros pueden estar eliminando
ooquistes de C. parvum, los cuales, se consideran patégenos
para los humanos. Con esta investigacion, se continua
demostrando que Cryptosporidium spp. es un parasito que
estd ampliamente distribuido en nuestro pais.

El 13% de los 151 animales muestreados tenian una semana
de edad; 22%, estaba en el grupo de los de dos semanas;
un 20%, tres semanas; 21% de terneros cuatro semanas Y,
un 24%, cinco semanas de nacidos. En todos los grupos
de edades, se evidencid, al menos, un animal positivo, lo
que confirma que los animales menores de treinta dias son

susceptibles al parasito (llustracion 2). No se encontré una
asociacion estadisticamente significativa al comparar los
grupos de edades trabajados con la presencia de ooquistes
en la muestra examinadas, con excepciéon de aquellos
terneros que tenian cuatro semanas (p<0,03, OR 0,30), los
cuales, adicionalmente, presentaron menor positividad (9%),
reflejando ser esta edad en la que el ternero, al parecer, se
encuentra protegido. En los terneros de dos semanas de edad
hubo una mayor probabilidad de hallar el parésito, ya que en el
30% de ellos, se observaron ooquistes. Este periodo coincide
con el periodo de prepotencia, que ha sido reportado entre 2 y
7 dias (Fayer, 2008). Al comparar la edad en la que el ternero
era separado de la madre (2 dias, 3 dias, 4 dias), no hubo una
relacion estadisticamente significativa entre la edad de destete
y la presencia de ooquistes (p>0,2), dato que concuerda con
la investigacién de Trotz-Williams et al. (2007) quienes no
encontraron una relacién entre el tiempo que permanecen los
terneros con la madre y la eliminaciéon de Cryptosporidium
spp., dato que contrasta con lo reportado por Silverlas et al.
(2009), quienes indican que a mayor tiempo de permanencia
del ternero con la madre se aumenta el OR, convirtiéndose
en un factor de proteccién. Similar a lo reportado por Maddox
et al. (2006), el tamano del hato de las fincas muestreadas,
durante el presente estudio, no tuvo relacion estadisticamente
significativa con la presencia de ooquistes en las heces de
los terneros (p>0,14). El hecho de haber encontrado una
mayor positividad en los animales de dos semanas de vida
y no haber hallado relacién entre el tiempo de permanencia
del ternero con la madre y la observacion de ooquistes en las
heces, puede estar indicando que en la regién estudiada los
animales no se estéan infectando al nacimiento sino cuando
ingresan a los terneriles.

De los 33 animales positivos, las heces de 16 eran liquidas,
mientras que las 17 restantes presentaban una consistencia
pastosa. Del total de animales muestreados, 34 tenian heces
liquidas, en tanto que 117 eran pastosas, encontrandose un
relacién estadisticamente significativa entre la observacién
de ooquistes y la presencia de diarrea (x? 16,3; p<0,0001).
Este estudio mostré que en Sabana Centro de Cundinamarca
existen cinco veces més probabilidades de hallar ooquistes en
las heces liquidas (OR 5,2). Los datos obtenidos coinciden con
otros investigadores, quienes afirman que la criptosporidiosis
puede estar asociada con diarrea, especialmente en animales
menores de un mes de edad (Silverlas et al. 2009; Trotz-
Wiliams et al. 2007), aunque también puede estar ausente
aun en animales fuertemente infectados (Lassen et al. 2009).
Los animales sin diarrea, que también eliminaron ooquistes,
se constituyen en un mayor riesgo para el trabajador y para los
demés humanos, asi como para los otros terneros, dado que
pronto contaminarén los potreros y las fuentes de agua y al
no presentar signos estos seran manipulados sin precaucion,
lo que representa un problema mayor para la salud publica y

113



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacién Cientifica 13 (2): 109-116

2010

30 sl
25 '
20 A
m Positivo
15 v~
' Negativo
10 7
—
i
{] : I T | 1

l1semana 2semanas 3semanas 4semanas > semanas

llustracién 2: Proporcién de animales positivos a Cryptosporidium spp. segun la edad, en terneros menores de cinco semanas de edad, en la

Region Sabana Centro (Cundinamarca).

para la salud del hato, que el generado por los animales que
presentan diarrea.

Si bien es cierto que por la edad algunos terneros no
ingerian agua directamente, los comederos eran lavados y
no se secaban antes de entrar en contacto con la comida
de los animales. De los 33 terneros positivos, 13 estaban en
contacto con agua de acueducto, diez con agua tratada en
las fincas, dos con agua proveniente del reservorio y ocho
con agua de pozo profundo. Cryptosporidium spp. es un
parésito altamente resistente a los sistemas de cloracion y
de tratamientos de agua (Quilez et al. 2008); sin embargo,
contrario a lo esperado, la fuente de agua de las fincas mostré
una asociacién estadisticamente significativa, cuando se
compararon las fincas, cuya fuente de agua provenia del
acueducto con las demas fuentes (p <0,005). En los terneros
alojados en fincas que usaban agua de acueducto de la
vereda hubo tres veces mas de probabilidades (OR > 3,18)
de encontrar ooquistes de Cryptosporidium spp., que en los
que tenian otras fuentes de agua.

De los 151 animales muestreados, 92 estaba en estaca,
45 estabulados y 14 semiestabulados. De los 33 animales
positivos, 26 estaban en estaca, cuatro estabulados y tres
semiestabulados. Este estudio arroj6 como resultado una
relacion estadisticamente significativa, cuando se compararon
los animales positivos que estaban en estaca con los demaés

tipos de alojamientos (x25,65; p <0,01), existiendo una mayor
probabilidad de encontrar ooquiste de Cryptosporidium spp.
en los animales que estaban en estaca que en aquellos que
permanecian estabulados (OR > 2,92), convirtiéndose en
un factor de proteccion la estabulacién (OR < 0,25), lo que
coincide con lo reportado por Trotz-Wiliams et al. (2008),
quienes hallaron que el uso de piso de concreto es un factor
de proteccién. Esto puede estar relacionado con la fuente de
adgua, ya que los animales que se encontraban estabulados
o semiestabulados no estaban en contacto con agua de
acueducto, la que revel6 ser un factor de riesgo para los
terneros. La relacién entre el nimero de terneros en la finca
y la presencia de ooquistes en la muestra expuso una relacion
estadisticamente significativa (x* 8,47; p <0,003) existiendo
mas animales positivos en aquellas fincas que tenian menos
de 15 terneros. Estas fincas tenian los terneros en estaca,
mientras que las que poseian més de 15, con excepcién de
una, los tenian estabulados o semiestabulados, lo que mostré
ser un factor de proteccién. Adicionalmente, las fincas que
tenian menos de 15 terneros utilizaban agua de acueducto de
la vereda, lo que indic6 ser un factor de riesgo, lo cual, puede
estar dado por lo reportado por Smith et al. (2007), quienes
indicaron que los ooquistes presentes en las heces pueden
contaminar el agua directa o indirectamente y la disposicién
de los desechos humanos y de animales representa un item
importante en esta enfermedad.
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Al analizar los datos suministrados por el IDEAM, se observé
una relacién entre la disminucién de las precipitaciones
mensuales y el hallazgo de ooquistes en las heces (p<0,05);
los meses en los que hubo menos animales positivos fueron
los meses secos (enero, febrero y marzo), siendo estos un
factor de proteccioén para los terneros. Este hecho puede estar
dado porque al no haber lluvias las fuentes de agua, de las
cuales proviene para los acueductos y los pozos profundos,
no sufre movimiento.
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