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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar especies o genotipos del protozoario parésito
Cryprosporidium presentes en heces colectadas de terneros Holstein del municipio de
Manizales, Departamento de Caldas, Colombia. El ADN fue extraido a 80 muestras
de materia fecal, de las cuales 11 fueron diagnosticadas positivas para Cryprosporidium
spp., mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El andlisis PCR-RFLP
del locus 185 ADNY, identificé la presencia de Cryptosporidium parvum en todas las
muestras positivas analizadas. Este hallazgo sugiere que el ganado puede ser una fuente
potencial de infeccién por Cryptosporidium en humanos y se constituye en el primer
reporte publicado de C. parvum en bovinos de Manizales, Caldas.
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FIRST REPORT OF Cryptosporidium parvum IN HOLSTEIN CALVES
(Bos taurus) FROM MANIZALES, CALDAS, COLOMBIA

ABSTRACT

The objective of this study was to identify species or genotypes of Cryptosporidium parasite
present in feces collected from Holstein calves in Manizales city, Caldas Department,
Colombia. DNA was extracted from 80 fecal samples, which 11 were diagnosed posi-
tive for Cryptosporidium spp., by the Polymerase Chain Reaction method. PCR-RFLP
analysis of 18S rDNA locus identified the presence of Cryptosporidium parvum in all
samples tested positive. This finding suggests that cattle may be a potential source of
human intection by Cryptosporidium, and it becomes the first published report of C.

parvum in cattle in Manizales, Caldas.
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INTRODUCCION

Los protozoos del género Cryprosporidium
son pardsitos obligados que infectan un
amplio rango de hospederos incluyendo
humanos, animales de compafia, fauna
silvestre y doméstica de todo el mundo
(Fayer ez al. 2000).

Tradicionalmente, las especies de
Cryprosporidium fueron clasificadas por
las caracteristicas morfoldgicas de los
ooquistes y por su habilidad de infectar a
un tnico huésped especifico. Sin embargo,
la especificidad del huésped como criterio
de especiacion parece mal fundamentada
ya que algunas especies carecen de tal
especificidad (Fayer y Xiao 2008). La
definicién de especie y la identificacién
de este género estdn en constante cambio
con la adicién de nuevas especies basada
primordialmente en criterios moleculares.
Hasta el momento, el género abarca 18
especies vilidas y mds de cuarenta geno-
tipos que ain no poseen denominacién
(Fayer y Xiao 2008).

La transmision usualmente se presenta
a través de la via fecal-oral o, indirecta-
mente, por la contaminacién de las aguas
y alimentos con ooquistes provenientes de
heces. El potencial zoonético de transmi-
sion de Cryprosporidum spp., particular-
mente en lo que respecta al ganado y vida
silvestre, ha generado considerable interés
en los dltimos anos (Caccio et al. 2005;
Feltus ez al. 2006; O’Handley 2007).

Estudios recientes en Norte América
y Europa sugieren que el ganado puede
infectarse por lo menos con cuatro espe-
cies o genotipos de Cryprosporidium: C.
parvum, C. bovis, C. suis, C. andersoni y
Cryptosporidium genotipo ciervo (Santin ez
al. 2008; Feng ez al. 2007; Langkjaer et al.
2007; Plutzer y Karanis 2007; Thompson
etal. 2007; Fayer et al. 2006). Estas especies
de Cryprosporidium en el ganado vacuno
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muestran una asociacién de susceptibili-
dad con el grupo etdreo involucrado: C.
parvum predomina en terneros neonatos,
C. bovisy Cryptosporidium genotipo ciervo
en terneros destetados y C. andersoni en
novillos y bovinos adultos (Fayer ez al.
2006; Santin et al. 2004), aunque C.
parvum, se ha detectado en individuos de
todas las edades (Feng ez al. 2007).

Los estudios sugieren que C. parvum
es la especie que se presenta con mayor
frecuencia en terneros y adultos, provocan-
do enteritis y diarrea, lo que conlleva a la
pérdida de peso del animal y una reduccién
en la produccién lechera de los individuos
adultos (Olson et al. 2004; Santin et al.
2004), ademds de ser considerada la tinica
especie del pardsito presente en el ganado
que puede infectar a los humanos a través
del contacto directo con sus heces o por
la contaminacién de las fuentes de agua
para consumo humano con ooquistes
(Thompson ez al. 2007).

Debido a la dificultad para diferenciar
las distintas especies de Cryprosporidium
mediante los caracteres morfolégicos de
los ooquistes, las técnicas moleculares se
han convertido en una herramienta il
para determinar las distintas especies y
genotipos del pardsito, y asi poder evaluar
los riesgos de infeccién en humanos y el
potencial zoondtico (Fayer et al. 2000).

Algunos estudios previos de criptos-
poridiosis en Colombia mostraron una
prevalencia del pardsito entre 2,5% y
4% en personas con diarrea y entre el 32
y 42% de personas inmunosuprimidas
(Botero y Restrepo 1998). Sin embargo,
la prevalencia de la enfermedad asociada a
genotipos zoondticos de Cryptosporidium
provenientes del ganado no ha sido inves-
tigada y el grado de trasmisién zoonética
de los sistemas ganaderos en Colombia es
atn desconocido.
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El objetivo de este estudio fue identi-
ficar molecularmente especies o genotipos
de Cryptosporidium presentes en heces de
ganado colectadas en el drea urbana de la
ciudad de Manizales con el fin de deter-

minar su potencial zoonético.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras fecales de 80
terneros de la raza Holstein (Bos taurus)
con una edad entre 1 y 20 semanas, pro-
cedentes de haciendas ganaderas de la
ciudad de Manizales (Sector Gallinazo)
entre los meses de agosto y noviembre del
ano 2009. Las muestras fueron colectadas
en frascos nuevos para coprolégicos y
transportadas en neveras de icopor con
pilas refrigerantes al Laboratorio de Ge-
nética de la Universidad de Caldas para
ser procesadas el mismo dia de la colecta.
Las muestras fueron concentradas por el
método de formol éter (Ritchie 1948) y
mantenidas a 4°C para su posterior andlisis
molecular.

Extraccion de ADN

Después de tres lavados con buffer PBS
para remover el formol, el ADN total de
todas las muestras fue extraido por el méto-
do del fenol cloroformo alcohol isoamilico
(Gongalves ez al. 2008) y almacenado en
buffer TE a una temperatura de -20°C.
Cada muestra se procesé individualmente
en cdmara de bioseguridad clase IIA. La
cantidad de ADN extraido se determind
con la ayuda de un espectrofotémetro
Nano Vue (General Electric - serie 110482)
a una absorbancia de 260/280 nm.
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Amplificacion por PCR del gen de la
subunidad pequeiia ribosomal (SSU)

de Cryptosporidium

Se utiliz6 PCR anidada para amplificar un
fragmento de 1323 pb correspondientes
al gen de la subunidad pequena ribosomal
(SSU-ADNIr) usando un juego de ceba-
dores (5-TTCTAGAGCTAATACAT-
GCG-3") y (5-CCCATTTCCTTCGA-
AACAGGA-3’). La mezcla de reaccién
se ajusté a un volumen de 20 pl, la cual
contenia 2,0 pl de ADN gendmico, buffer
de PCR 10X, 6 mM de MgCl,, 200 uM
de cada uno de los cuatro dNTPs, 100
nM de cada primer (forward y reverse),
2,5 U de Taq polimerasa y agua libre de
nucleasas para ajustar al volumen final.
La mezcla de reaccién fue inicialmente
incubada a 94°C por tres min para la
desnaturalizaracién inicial y posterior a
esto un total de 35 ciclos fueron realiza-
dos con denaturalizacién a 94°C por 45
seg, anillamiento de los cebadores a 55°C
por 45 seg y extensién a 72°C por 1 min.
La extensién final fue hecha a 72°C por
10 min. Para la segunda PCR, 2 pl del
producto de la primera PCR fue usado
como molde y se utilizaron los cebadores
(5°-GGAAGGGTTGTATTTATTAGA-
TAAAG-3) y (5-AAGGAGTAAGGA-
ACAACCTCCA-3’) para amplificar un
producto de 826-864 pb (el nimero de
pares de bases depende de la especie del
parésito). Las condiciones de PCR fueron
idénticas a las de la primera PCR, excepto
que 3 mM de MgCl, fueron usados en la
segunda PCR (Xiao ez al. 1999).

Los productos de PCR fueron visua-
lizados mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2% tenidos con bromuro
de etidio y geles de poliacrilamida al 6%
tefiidos con nitrato de plata.
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Analisis PCR-RFLP

Para el andlisis por PCR del polimorfismo
de longitud de los fragmentos de restric-
cién (PCR-RFLP) fueron usados 10 pl
del producto de la segunda PCR para
digestién por separado con las enzimas
de restriccién Sspl'y Vspl por un periodo
de tres horas. Los 20 pl de mezcla de
reaccién contenian 10 pl del producto
de la segunda PCR, buffer de restriccion
10X, 10 UI de las enzimas (SspZ//Vspl)
(Xiao et al. 1999). La confirmacién de la
digestién de los productos fue realizada
por medio de electroforesis sobre geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio
al 2% y sobre poliacrilamida tefida con
nitrato de plata al 6%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En 11 de las 80 muestras de materia
fecal examinadas por PCR se observé la
amplificacién de un producto especifico
de 826-864 pb, correspondiente a lo
reportado en la literatura para el gen
SSU-ADNT, confirmando asi la presencia
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de Cryprosporidum spp. Los resultados del
andlisis PCR-RFLP del producto de la
PCR anidada de las 11 muestras positivas,
utilizando la enzima de restriccion Ssp/,
mostrd la presencia de tres bandas de 449,
268 y 116 pb (Figura 1), mientras que
cuando se utiliz6 la enzima de restriccién
Vipl se observé la presencia de dos bandas
que correspondian a 628 y 104 pb, lo cual
corresponde a los productos esperados para
el gen SSU-DNAr publicados anterior-
mente (Xiao ez al. 1999); ello demuestra
claramente la presencia de Cryprosporidium
parvum en todas las muestras analizadas.

La presencia exclusiva de Cryprospori-
dium parvum en los terneros analizados
concuerda con los estudios realizados en
otros paises por distintos autores (Santin
et al. 2008; Trotz-Williams ez 2/ 20006;
Santin ez al. 2004), los cuales han repor-
tado a Cryprosporidum parvum como la
especie mds comun en terneros, seguida
por Cryptosporidium bovis (Coklin ez al.
2007; Santin e al. 2004). Sin embargo,
debido al bajo nimero de muestras ana-
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FIGURA 1. Diagndstico molecular de Cryptosporidium spp. por PCR-RFLP anidada del gen SSU-ADNT:
Linea 1. Marcador de peso molecular (Easy Ladder 1). Linea 2. Control de Reaccion (CR). Linea 3.
Control negativo (CN). Lineas 4, 5 y 6. Diagnéstico de Cryptosporidium parvum en terneros Holstein
por digestién con la enzima de restriccion Ssp/ del producto de la PCR anidada.
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lizadas en este estudio, no es posible des-
cartar la presencia de otras especies y
genotipos del pardsito en el ganado de
la regién. Esta es la primera vez que se
han analizado por métodos moleculares
aislados de Cryprosporidium en Caldas y
este estudio constituye el primer reporte
de Cryptosporidium parvum en bovinos
del Departamento de Caldas.

La identificacién de Cryprosporidium
parvum en terneros de la regidn soporta la
idea de que los bovinos pueden representar
un riesgo para los criadores de animales y
agricultores a través del contacto directo
con heces de animales infectados vy, po-
siblemente, a la poblacién humana en
general, a través de la contaminacién de las
aguas de consumo humano con ooquistes
provenientes por la escorrentia de aguas de
desecho de la ganaderia (Trotz-Williams
et al. 2006; Xiao et al. 2007).

Los resultados de este andlisis pueden
proporcionar informacién til sobre la
epidemiologia de Cryprosporidium spp.
en las poblaciones humanas y ganaderas
del departamento de Caldas, razén por
la cual el personal de salud publica, los
profesionales e investigadores deben ser
conscientes de que el ganado vacuno se
puede constituir en una causa potencial
de casos de criptosporidiosis en humanos
de la ciudad de Manizales.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se registré la pre-
sencia de pardsitos del género Cryprospo-
ridium en terneros de la raza Holstein en
Manizales, Caldas. Los andlisis moleculares
por PCR-RFLP del gen SSU del ADNr
para las 11 muestras fecales diagnostica-
das como positivas para Cryprosporidium
spp.» identificaron la presencia tinica de la
especie Cryptosporidium parvum en todas
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ellas, lo cual sugiere que el ganado bovino
puede constituir en un riesgo de salud
publica por la transmision zoondtica de
Cryprosporidium parvum a los seres hu-
manos. Este trabajo representa el primer
reporte de Cryptosporidium parvum en
terneros en el municipio de Manizales,

Caldas, Colombia.
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