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RESUMEN

Cryptosporidium spp hace parte de la familia Cryptosporidiidae y del orden
Eucoccidiorida. G. duodenalis hace parte de la familia Hexamitidae y orden
Diplomonadida. Son protozoarios con amplia distribucion a nivel mundial y se
encuentran relacionados con problemas digestivos en el ganado vacuno, pequefios
rumiantes, animales domeésticos e incluso el humano. Los afectados en mayor
medida son los animales inmunosuprimidos, especialmente, los animales jovenes
de dias o meses de edad pueden cursar sindrome diarreico neonatal, ocasionando
importantes pérdidas economicas. Por medio de este estudio descriptivo de corte
transversal cuyo objetivo fue detectar la presencia de Cryptosporidium spp y Giardia
duodenalis en pequefios rumiantes por medio de IFD en un total de 97 ovinos-
caprinos de cuatro veredas de distintos municipios situados en altitudes entre los
1300 y 2500 m.s.n.m. Los datos se obtuvieron por medio de un registro
epidemiologico de fincas. La descripcion de las variables fue mediante analisis
univariados y bivariados con pruebas estadisticas de chi cuadrado y OR, con los
posibles factores de riesgo asociados a la presencia de Cryptosporidium y Giardia.
La presencia de ooquistes-quistes en cabras fue del 27,2% y en ovejas el 9,33%.
Respecto, a la presencia de quistes en cabras fue del 36,3% y en ovejas del 17,3%.
Los factores de riesgo asociados fueron; el clima, tipo de explotacion intensivo, la
limpieza y el manejo de desecho de excretas (abono). Este estudio permitio
evidenciar la prevalencia de Cryptosporidium y Giardia en ovinos y caprinos de las
cuatros veredas muestreadas, contribuyendo asi, al conocimiento de la situacion
epidemioldgica de los protozoarios en cuestion.

Palabras claves: Cryptosporidium, Giardia, Inmunofluorescencia directa (IFD),

factores de riesgo.



1. INTRODUCCION

La produccion ovino-caprina es uno de los sistemas de produccion mas antiguos
alrededor del mundo. En Colombia, han sido de las especies que con el pasar del
tiempo adquiere mayor proyeccion nacional por los beneficios ofrecidos en la
produccién de carne, lana y productos lacteos. (1) Ademas se considera que los
costos de produccién son relativamente bajos, debido a que pueden ser criados en

sistemas extensivos o intensivos. (2)

Sin embargo, la produccién con altos estandares de calidad y 6ptimas condiciones
sanitarias en los establecimientos de las ovejas y cabras, son fundamentales para
obtener una buena rentabilidad y que la industria sea sostenible. Los pequefios
rumiantes son especies susceptibles a parasitos gastrointestinales que causan
problemas digestivos que impactan directamente sobre la produccién especialmente
en animales joévenes. La infeccion por protozoarios como Cryptosporidium y Giardia

son parasitosis frecuentes en corderos y cabritos. (3)

El presente estudio de tipo descriptivo se enfocé en la identificacion de los
protozoarios Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis. Y el analisis de los posibles
factores de riesgo ante la presencia de estos dichos patdgenos; que afectan
gravemente a terneros, corderos y cabritos. Debido al aprovechamiento de los
parasitos, ante la baja respuesta inmunitaria de los animales, estos logran
reproducirse e infectar las células epiteliales del tracto digestivo especialmente el
intestino delgado, causando diarrea y dolor abdominal, siendo la principal causa de
pérdida en las explotaciones ovinas y caprinas. Este es un problema que no solo
afecta la salud de los animales, sino que también impacta aspectos econémicos
relacionados con la baja curva del crecimiento y desarrollo de los corderos y
cabritos; demas, presenta un alto riesgo zoondético al consumo accidental de agua
contaminada con ooquistes-quistes infectantes de los parasitos, alcanzando gran
importancia en salud publica; estudios realizados a nivel mundial determinan que los
caprinos y los ovinos son fuentes potenciales de contaminacion en las redes de
aguas potables y por consiguiente posibles diseminadores de ooquistes-quistes que

pueden causar infeccion en humanos y otros animales.



Con este estudio se pretende dar a conocer si factores como el clima, higiene,
establecimientos, edad y fuente de agua son factores de riesgo que influyen en la
presencia de Cryptosporidium y Giardia en ovejas y cabras, contribuyendo al
desarrollo de nuevas investigaciones en el pais que permitan comprender la real
situacion epidemiologica de la criptosporidiosis y giardiasis en los corderos y

cabritos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cryptosporidium spp

Banker y Carbonell describieron por primera vez en 1974 la criptosporidiosis en
ovinos. Para el afio 1985 en Ir4n se realiza el primer estudio sobre Cryptosporidium
spp en corderos, demostrando que 16 de 237 corderos mueren por causa de la
diarrea persistente, logrando observar en la histopatologia los ooquistes de
Cryptosporidium spp en el epitelio intestinal, caracterizandose por lesiones como:
déficit del crecimiento de las vellosidades, atrofia e hipercelularidad en la capa que
cubre el sistema digestivo y presencia de ooquistes/trofozoitos correspondientes al
ciclo de vida de éste parasito, las cuales se encuentran adheridas en la punta de las
vellosidades del intestino delgado (4)

La diarrea infecciosa aguda, es un problema clinico y de produccion en pequefios
mamiferos, ya que, afecta en particular a corderos y cabritos de menor edad, debido
a la menor capacidad que tienen de tolerar la pérdida de liquidos causada por las
enfermedades del tracto digestivo, haciéndolos méas susceptibles a la infeccion; del
mismo modo, cuando existe contaminacion ambiental por el parasito, asi como una
‘inmunidad materna inadecuada”, la infeccion es mucho mas grave. Esto ha llevado
a una mayor atencion de estas enfermedades por su accién enteropatdgena

causante de diarreas en los animales y el hombre. (5)(6)

Ademas, la Criptosporidiosis es un coccidio que no es facil de diferenciar de los
demas parasitos intracelulares del Phylum Apicomplexa, como: Eimeria, Neospora,
Toxoplasma, entre otros. Ya que, aprovecha una gran cantidad de especies

hospedadoras, llegando a ser alrededor de 170 especies de mamiferos. (6)

En el caso de los ovinos y caprinos las especies de Cryptosporidium y sus
respectivos genotipos relacionados con infeccion gastrointestinal, se encuentran en
la Tabla 1.



Tabla 1. Especies y genotipos de Cryptosporidium en ovejas y cabras

Pequeiios Especies de Genotipos
Rumiantes | Cryptosporidium spp
Ovejas | C.parvum Genotipo Bovino

B (7) (8)
11aA15G2R1(8)
(9)
11dA22G1(8)
IIA17G1R1(10)

[IdA20G1 (10)
[IdA24G1 (10)
. Xiaoi (9)(11)
. ubiquitum (9),(11) Xlla (12)(11)
. Andersoni (10)
. Fayeri (10)

O00o0

Cabras | C. Parvum (7) laA17G4R1 (13)
C. xiaoi (14)
C. ubiquitum (14) Xlla (12)(11)
Datos segun registros bibliograficos. Construccién propia, Collazos DA,2019

Se puede observar que tanto C.parvum como C.ubiquitum se han visto relacionadas

con infeccién especialmente en humanos.

Ademas de ser un coccidio asociado con la diarrea en los animales neonatales, la
especificidad en sintomas y signos cambia por la presencia de diversos
enteropatdégenos tales como rotavirus y coronavirus, bacterias como E. coli
enterotoxigénica y Salmonella spp. La E.coli se ha visto relacionada con diarrea en
corderos y terneros menores de 4 a 5 dias de edad y los agentes mencionados
anteriormente como el Cryptosporidium spp se relaciona con animales de 2 a 3

semanas de edad. (6)

Para que se presente la infeccion entérica como un primer paso para el desarrollo
de una respuesta inmune especifica, se necesita de una presentacion de antigeno
al tejido linfoide que esta asociado al intestino; antigenos que han sido descrito en
células epiteliales especializadas denominadas células M, las cuales recubren parte

del sistema linfatico llamado Placas de Peyer. En rumiantes jovenes y en especial



en los corderos las inmunoglobulinas IgM e IgA son las que presentan la principal
actividad frente a las diferentes etapas enddgenas de Cryptosporidium spp,
actuando de forma aglutinante y destructiva de los parasitos por medio del sistema
de complemento de la inmunoglobulina IgM. (6)

Por tanto, la inmunidad es el factor crucial por el cual una infeccién por
Cryptosporidium no se espera que se manifieste después de 30 dias de edad en
rumiantes, ya que, por medio de analisis coproparasitarios y observaciones
histolégicas de los intestinos de pequefios rumiantes con edad superior a la
mencionada, son una poblaciéon que puede presentar un nivel bajo de ooquistes, y
esto debido en primera instancia a la enfermedad clinica por la que curse el animal;
del mismo modo, puede ser que las condiciones fisiologicas en el intestino delgado
de los rumiantes adultos al no ser las ideales para el proceso de exquistacion,
puede presentar infeccion localizada pero con obstaculizacién en los mecanismos

de reciclaje de los estadios tanto asexuales y sexuales del protozoo. (6)

Considerando que el Cryptosporidium presenta altas mortalidades en los animales
neonatales, el tratamiento paliativo con rehidratacion, absorbentes intestinales y el
suministro de agentes antimicrobianos, ha sido la mejor terapia para mitigar los
efectos adversos por la infeccion, asimismo para lograr que los animales tengan
mejora, no solo se necesita de un tratamiento directo sino que es fundamental
establecer procesos de higiene y sanidad en los alojamientos, iniciando con la
limpieza y el cambio diario de las camas hechas en paja, para evitar que los
espacios sean pequeiios y cerrados e impedir la mezcla de diferentes especies de

animales al igual que de distintas edades. (6) (15)

Existen dos factores importantes en la epidemiologia de la criptosporidiosis de
corderos, los cuales son: las condiciones climaticas ya que los ooquistes como
forma infectante del parasito son resistente a diferentes temperaturas y el segundo
es el bajo consumo de calostro, puesto que éste proporciona una gran cantidad de
anticuerpos que le permite a los rumiantes neonatales cierta proteccion mientras los

corderos o cabritos adquieren un sistema inmune propio. (15)



A pesar de que en los rumiantes adultos no causa grave dafios en su salud, si son
importantes portadores del parasito. Por lo que se requieren mayores estudios, ya
gue en ciertos paises no hay como es el caso de Colombia o son pocos los reportes
tanto de animales adultos y jévenes que han llegado a presentar criptosporidiosis.
(16)

Otro factor significativo se debe a la contaminacion de las fuentes de agua, debido a
la liberacién directa e indirecta de ooquistes, por lo tanto si el agua de suministro
para los animales no recibe algun tipo de tratamiento, puede generarse una
cantidad parasitaria suficiente para causar enfermedad en animales o humanos.
(16)

En particular, los ooquistes de Cryptosporidium resisten a diversas condiciones que
se presentan en el ambiente; permaneciendo viables algo mas de un afio en
ambiente fresco y humedo y en la misma cantidad de tiempo sobreviven a 4°C en
agua de mar. La actividad de los ooquistes se pierde por la deshidratacién. Los
tratamientos para eliminar el parasito del agua han sido punto importante referente
al control, porque para deshacer los ooquistes del agua, ésta debe someterse a

diferentes desinfectantes y a niveles elevados y por tiempos prolongados. (17) (18)

Es asi, que una de las especies de Cryptosporidium que principalmente esta
asociada con brotes en corderos neonatales es el C.parvum; el cual genera una
diarrea que puede pasar de ser leve a severa en los corderos en un rango de edad
5 a 12 dias de recién nacidos, los sintomas relacionados generalmente que se
presentan son: pérdida de peso y la depresion; los casos de mortalidad pueden ser
bajos o altos dependiendo del cuidado, el tratamiento y las enfermedades o

infecciones concurrentes que presenten los pequefios rumiantes. (19)

Por otro lado, los datos de incidencia que se tienen alrededor del mundo a cerca de

la infeccion por Cryptosporidium spp en animales ha estado relacionada



principalmente con el ganado bovino. No obstante, ciertos estudios epidemiolégicos
concluyen que el protozoo en cuestion es comun en ovejas y cabras, pero su
prevalencia no es clara; de manera que la estimacion de la prevalencia al Noreste
de Espafa fue de relevancia al encontrar que C.parvum es el agente con mayor
frecuencia en los corderos diarreicos en un 45% y en cabritos en un 42%. Segun
otros estudios realizados en el afio 2002 en Zaragoza Espafia por Causapé et al,
identificaron ooquistes en 344 corderos en los que la edad es crucial, ya que se
observan tasas de infeccién altas entre los corderos que estan entre 1y 21 dias de
edad.(19)

Luego, Bergmano et al, realizaron en el 2005 un estudio en seis granjas de cria de
cabras en Rio de Janeiro para identificar la presencia de Cryptosporidium en las
mismas, dando como resultados que de 105 animales muestreados se encontraron
5 cabras (4,8%) entre la edad de 15 dias a 3 meses, infectadas por ooquistes de
Cryptosporidium spp. En las cabras adultas no se evidencia presencia del estadio
infectante, siendo asi los cabritos de menor edad los mas propensos a la infeccién

por este protozoario. (20)

Ademas, Estudios en Bélgica para el afio 2008 la prevalencia de Cryptosporidium en
los corderos fue de 13.1% y de 9.5% en cabritos. Datos que constatan con que
Cryptosporidium spp es un parasito comun entre ovinos y cabras de cria intensiva
(21)

Como tal, los pequefios rumiantes tanto en paises desarrollados y subdesarrollados
son de especial importancia a nivel econémico por el beneficio que se puede
adquirir de ellos en materiales para ropa, comida y demas usos (18). Ademas es
comun que los corderos y cabritos en las primeras semanas de vida se presente
diarrea neonatal la cual ocasiona graves pérdidas econdémicas por la mortalidad y el
retraso en el crecimiento de los animales(22). La principal manera por la que se
infectan los corderos se debe al contacto con sus madres, infectandose al momento

de succionar leche o cuando ingieren ooquistes-quistes estos son eliminados en la



materia fecal de animales asintomaticos, los cuales eliminan los ooquistes-quistes
en bajo porcentaje y pueden contaminar tanto paredes, cercas, bebederos,
comederos y demas objetos que estén en los corrales e infectar a los animales

recién nacidos. (22)

Cabe sefalar, que en las ovejas antes, durante y después del parto por la
inmunodepresion y los cambios hormonales que se presentan, al llegar a estar
parasitadas con Cryptosporidium spp, pueden eliminar entre 20.000 a 440.000

ooquistes diariamente. (22)

Es asi, que los ooquistes se eliminan en las heces aproximadamente de 2 a 7 dias
en corderos y 4 dias en cabritos. Estan formados por una pared gruesa (80%) y una
pared fina (20%) que se rompe en el momento que sale de la célula hospedadora, y
que a la vez permite que los esporozoitos se liberen e invadan de nuevo células
epiteliales, por lo que se produce la llamada autoinfeccion endégena, ocasionando

persistencia de la infeccién. (22)

Por lo general los sintomas en los ovinos se expresan en un tiempo de 3 a 5 dias y
pueden llegar a prolongarse por 1 a 2 semanas. Los signos clinicos pueden ser:
“‘materia fecal amarilla, con consistencia pastosa o liquida, dolor abdominal,
deshidratacion y anorexia”, generando retraso en el crecimiento del animal y pérdida
de peso que puede ser hasta 2 kg en el primer mes de vida. En los cabritos suele
ocurrir un adelgazamiento progresivo conocido como emaciacion, sin diarrea; en
consecuencia, son mayores las pérdidas econdémicas por la alta mortalidad de esta
forma clinica y mas cuando no existe un tratamiento eficaz, siendo primordial el

control de las medidas sanitarias de higiene. (22)

Por otro lado, las técnicas de laboratorio son la estrategia adecuada a la hora de
identificar el agente que estd causando sindrome diarreico en los pequefios

rumiantes, ya que no solo el Cryptosporidium spp puede causar dicha alteracion



sino otros patégenos como, E.coli enteropatdogena, Salmonella, rotavirus,
Clostridium perfringens tipo B y C y algunas especies de Eimeria (22). Con respecto
al diagnéstico en el intestino de pequefios rumiantes éste consiste en la observacion
de los diversos estadios del parasito en los “enterocitos de las microvellosidades del
intestino delgado y grueso”. En el caso de las muestras coprolégicas para
identificacion de los ooquistes-quistes consisten en técnicas de flotacion con
soluciones (sacarosa de Sheather, sulfato de zinc cloruro sddico), frotis coloreados
con Giemsa, tincién de Ziehl Neelsen modificada y adicionalmente una técnica de
alta sensibilidad y especificidad como lo es la Inmunofluorescencia Directa que
permite diagnosticar los ooquistes-quistes en infecciones engafosas y/o confusas
con otros posibles agentes patdégenos; de igual modo es clave para estudios

seroepidemiolégicos en animales y humanos. (4)

Para el afio 2013 en China las especies de Cryptosporidium spp que prevalecen en
ovejas son en especial, C. ubiquitum, C. xiaoi, sin embargo en Espafia prevalece C.
parvum en las ovejas especialmente el genotipo (lld). Aunque C. xiaoi es la especie
con mayor predominancia en ovejas, la presencia de la misma y de demas especies
difiere segun zona geografica, como por ejemplo en Europa la especie sobresaliente
es C.parvum. En Australia al igual que en china predomina C. xiaoi. En América los
estudios son limitados pero se ha llegado a considerar que la especie que puede

prevalecer es C. ubiquitum.(9)

Otro estudio realizado por Irme et al, en un estudio en Rumania diagnosticaron en 5
rebafos de ovejas positividad para Cryptosporidium en un 13,7% predominando las

especies de C.parvum y C. xiaoi (10)

En Veracruz, México para el 2016 la prevalencia de Cryptosporidium en ovejas es
del 67.5% y en cabras del 72.5%. En algunos lugares es frecuente encontrar que las
ovejas, cabras y el ganado se crian en los mismos lugares, en condiciones pobres

de higiene, lo que puede explicar la transmision cruzada entre especies. (23)
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Al igual, en el 2018, en Brasil en las ovejas, se observa prevalencia de
Cryptosporidium en un 14.3% y en corderos un 20.3% concluyendo que al comparar
con cifras de infeccion en ganado bovino realizadas en el mismo estudio las ovejas

también son susceptibles a la infeccion en especial los corderos (24)

Es asi, que al no existir farmacos eficaces para la Criptosporidiosis lo ideal es la
aplicacion de métodos inmunoprofilacticos, el mas comidn son los anticuerpos
inmunizantes presentes en el calostro de animales expuestos a la infeccion o
hiperinmunizados, aunque en ocasiones estos no llegan a proteger a los animales
frente a la infeccion. Por ello, lo ideal es la rigurosidad en las medidas higiénicas y
sanitarias, separando los animales sanos de los infectados, evitar la acumulacion de
materia fecal en los alojamientos, evitar el hacinamiento y realizar la separacion de

animales por lotes (22)

De acuerdo a la informacion epidemiolégica descrita anteriormente, es necesario
trabajar en nuevas investigaciones en diversas regiones para conocer con mas
detalle las especies de Cryptosporidium y su distribucién, esto con el fin de
enriquecer el conocimiento de la transmision de la criptosporidiosis en oveja y
cabras, en especial en Colombia donde no se ha realizado ningun estudio referente
al tema, que permita hacer comparaciones de prevalencia e incidencia de la

criptosporidiosis con otros paises (9)

2.2 Giardia duodenalis

La aparicion de Giardia en cabras se describié por primera vez en 1923, de ahi en
adelante se ha realizado una variedad de estudios que han permitido identificar las
caracteristicas de los cambios patoldgicos, como atrofia en las vellosidades,
hiperplasia de las criptas y cambios relevantes especialmente en el yeyuno proximal
y retraso en el crecimiento tanto de terneros, corderos y cabritos. Se considera la
infeccion como tal, un proceso de caracter multifactorial al estar involucrados
componentes bioquimicos, inmunolégicos, genéticos y patologicos. Los signos

clinicos que llegaron a presentarse en un estudio para el afio 1998 fueron: pérdida
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de apetito, diarrea con duracion de 6 dias y depresion la cual se presenta a los 8

dias después del inicio de la infeccion (25)(26)

Es asi, Giardia duodenalis al igual que Cryptosporidium es un protozoo, que se
encuentra en una amplia variedad de animales, alojado en los intestinos en forma
de trofozoitos y que posteriormente se convierten en quistes contaminantes del
medio ambiente en especial el agua y en alojamientos que no cumplen con medidas
higiénico-sanitarias adecuadas. Siendo los animales mas susceptibles a esta
infeccion los de menor edad en especial los pequefios rumiantes (27). Por ello, con
el desarrollo y evolucion en herramientas moleculares se ha logrado la identificacion
de ensamblajes caracteristicos para cada especie animal, mejorando asi la
comprensién del rango de hospedadores que puede llegar a utilizar el parasito y
asimismo entender las diferentes formas de patogénesis que se puede dar con
cada uno de ellos (28) (27). En ovejas y cabras los principales ensamblajes (Tabla

2) involucradas en infeccion son:

Tabla 2.Ensamblajes de Giardia duodenalis en ovejas y cabras

Pequefios Ensamblajes de G.
rumiantes duodenalis
Ovejas Ensamblaje A (21)

Al All (29)

Ensamblaje B (30) (31)
Ensamblaje E (30) (31)(32)

Cabras Ensamblaje A (21)

Ensamblaje E (31)
Datos segun registros bibliograficos. Construccion propia, Collazos D.A, 2019

Bomfim et al, 2005, realizaron un estudio en Brasil para identificar el parasitismo por
Giardia duodenalis en seis granjas de cria de cabras, donde detectaron una
prevalencia de 14.3% del protozoario en animales con edades entre 1 a 3 meses,
siendo la edad el principal factor de riesgo asociado con la giardiasis (20). En otro
estudio similar en ltalia en el 2006 los corderos entre 30 y 60 dias de edad
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infectados mostraron disminucion en el aumento de peso, inapetencia, sindrome de
malabsorcion y excrecidon de heces malolientes sin presencia de diarrea. La
infeccion particularmente se relaciona en algunas zonas geogréficas donde se
presenta diarrea. Sin embargo puede ser que el animal no llegue a presentar ningin
efecto perjudicial por lo que puede pasar desapercibida. Por tanto, es necesario
siempre realizar un diagnéstico diferencial en caso de que el animal no muestre

aumento de peso y no responda a tratamiento con antibiéticos (30)

En el 2007, en Galicia-Espafia un estudio demostré prevalencia de G. duodenalis en
ovejas en un 19.2% y 19.8% en cabras y segun analisis de genotipado de 3 -giardin
y glutamato deshidrogenasa revelaron el ensamblaje E siendo el mas prevalente
tanto en cabras como ovejas y el ensamblaje B Unicamente en ovejas. Los animales
adultos en el estudio no presentan sintomatologia siendo importantes portadores

gue pueden diseminar y mantener la infeccion en las granjas y los rebafios. (31)

Los rumiantes pueden tener importancia en la posible transmisién zoondtica. (28),
se ha observado que por ejemplo el ensamblaje E que es especifico para el ganado,
el ensamblaje A y el B también se ha descrito en animales de produccion (29).
Zhang et al, identificaron en ovejas el ensamblaje A en un 13,8%, el ensamblaje B
en 6,9% y el ensamblaje E 79,3% (30).

La cria de cabras es un recurso economico importante alrededor del mundo en
especial en zonas aridas, debido a la capacidad de adaptacion de esta a extremas
condiciones climaticas. En cuanto a la epidemiologia de G. duodenalis en cabras ha
sido poco estudiada al igual que el genotipado que se puede aislar de esta especie.
Por ello, no es posible afirmar hasta qué punto las cabras pueden ser riesgo

relevante en la transmision de G. duodenalis al humano. (32)

Por otro lado, Geurden et al, (2008), estudiaron la prevalencia en granjas de ovinos

y caprinos en Bélgica por medio de la técnica de Inmunofluorescencia Directa. Los
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datos de la proporcidn de animales que presentaron infeccion por el protozoo fueron
de 25.5% en corderos y del 35,8% en cabritos. La prevalencia alrededor del mundo
es considerable teniendo en cuenta las diferencias en la edad de los animales, el
sistema de manejo, las estaciones y zonas geograficas en las que se lleven a cabo

los analisis. (21)

Las altas tasas de prevalencia observadas en los estudios confirman que los
animales jovenes son los que mayormente contribuyen en la contaminacion
ambiental con quistes de G. duodenalis, ya que en el periodo de destete, el estrés
ocasionado por el cambio en la ingesta de alimentos y el riesgo de adquirir
enfermedades infecciosas o parasitarias predispone a que sean pocos los signos
clinicos que se puedan contribuir directamente a la giardiosis y mas aun cuando

existe infeccién mixta con Eimeria spp.(32)

Finalmente, los quistes se pueden detectar en las heces por diversos métodos como
los son: Examen directo de frotis fecal, concentracion de la materia fecal con sulfato
de zinc y posteriormente visualizacion en microscopio, Inmunofluorescencia Directa,
PCR de los genes B-giardin y PCR anidada de la isoferasa de triofosfato (TPI).
(26)(32)
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3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de los ovinos y caprinos

Los ovinos y caprinos son pequefios rumiantes que al igual que los bovinos se
caracterizan por presentar un eséfago amplio y musculoso que permite llevar a cabo
el proceso denominado rumia, el cual consiste en expulsar el contenido del rumen

hacia la boca e iniciar una nueva masticacion del forraje.(33)

También, son dos especies con la capacidad de adaptarse a diversas condiciones
climaticas, vegetaciéon y manejo, razon por la cual la explotacion de las mismas va
en auge a nivel mundial por los beneficios que podemos adquirir de cada una, es el
caso de los ovinos, los cuales son excelentes productores de lana, cuero, carne y
leche dependiendo la raza. Los caprinos se caracterizan principalmente por la

produccion de carne y leche o algunos de los dos derivados. (34)

La llegada de las cabras a Colombia fue en el afio 1524 por los espafioles, quienes
pretendian acabar con los cultivos cosechados por los Indigenas, lo que genero
simultdneamente desplazamiento de los indigenas y las cabras hacia la Guajira,
siendo el lugar de sentamiento por el clima semidesierto y los pocos dafios que
podia ocasionar la misma al suelo y la vegetacion. De igual manera, a la vez que los
espafoles recorrian el territorio Colombiano los acompafiaba la cabra, por ser

fuente primordial de leche y carne. (35) (36)

Los recorridos hechos por los espafioles fueron motivo de la formacion de diferentes
razas de cabras al dejar en uno u otro lugar rebafio tras rebafio donde las
condiciones climaticas fueron la principal causa de las diferencias corporales en
cada una, lo que permiti6 subdividirlas segun en cabras La Guajira con rebafio
estimado de 1.200.000 ejemplares, La Santandereana con 260.000 y La Sabanera
con 20.000 alrededor de todo el pais. (36) Desde el 2007, la caprinocultura se
extiende a nivel nacional por el bajo costo y la facilidad de mantenimiento. Ademas

ofrece leche rica en nutrientes, y carne con alto porcentaje proteico; el pelo y la piel
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se han utilizado para realizar carteras, cuadros, chaquetas, guantes, pinceles etc.
(34)

Los ovinos, llegaron en la conquista hace mas de 500 afios y con el pasar del
tiempo a pesar de tener una larga trayectoria en Colombia. Hasta hace no muy
poco, la produccion y/o explotacion ovina se ha empezado a formar como una
explotacion técnica e industrializada permitiéndose posicionar como un excelente
negocio pecuario; debido, al valor agregado de la ganaderia ovina que tiene que ver
primordialmente con: con la probabilidad de poder criar mayor cantidad de animales
eficientemente, la carne tiene un balance Optimo de nutrientes y omegas como
también la cantidad de grasa es baja y existe alta produccion de leche por parte de

algunas razas. (37)

Es por eso que, a nivel Nacional ya se cuentan con mas de 2 millones de ovinos,
siendo mayor su produccién en la Guajira pero que ademas ha alcanzado el interés
en departamentos tales como Boyaca, Cundinamarca, Valle del Cauca, Santander y
Cesar. Actualmente, la carne de cordero es una de las mayores salidas econémicas
de los ganaderos Colombianos ya que son diversos los paises que anhelan este tipo
de producto. Por mencionar algunos esta Dubai, Arabia Saudita, China y Estados
Unidos. Sin embargo, aun faltan mejoras a nivel genético, técnico y en tecnologia

gue permitan garantizar calidad de la carne en futuras exportaciones. (37)

3.2 Enfermedades parasitarias mas frecuentes

Las parasitosis en ovinos y caprinos son de las principales pérdidas econdémicas en
la produccion de pequefios rumiantes. Las investigaciones de las mismas son pocas
en el pais, ocasionando un vacio en el conocimiento que limita la explotacién ovino-
caprina, por los diversos parasitos gastrointestinales principalmente los

denominados helmintos y protozoarios. (38)
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Dentro del grupo de los helmintos o nematodos se encuentran: Haemonchus
contortus,  Trichostrongylus  spp, Cooperia spp, Strongyloides  spp,
Oesophagostomum spp, Ostertagia spp, Trichuris spp, Capillaria spp. En cestodos,
es frecuente la presencia de Moniezia spp. Con relacion a los trematodos, las
infecciones por Fasciola hepéatica son comunes después de temporada de lluvias,
debido a que su forma infectante denominada Metacercaria esta presente en
plantas acuéticas, por lo tanto, el animal adquiere la misma por el consumo de agua
0 pasto contaminado. (34)(38)(39)

Cuanto a los protozoarios, en los pequefios rumiantes es frecuente la coccidiosis
abomasal ocasionada por las diferentes especies de Eimeria, las cuales son
ampliamente documentadas en la literatura cientifica como uno de los principales
patdgenos causantes de diarrea en los mismos y que se caracteriza por su estadio

infeccioso denominado ooquiste esporulado.(40)

Del mismo modo, dentro del filo apicomplexa, Cryptosporidium spp en los ultimos
afios ha sido el enteropatégeno de mayor mortalidad y morbilidad en los animales
domésticos mas jovenes a nivel mundial. Esto debido principalmente a los avances
recientes en investigacion, han determinado que efectivamente es un protozoario
gue afecta a una amplia variedad de mamiferos incluido el hombre. El estadio
infectante también es un ooquiste esporulado, que logra diferenciarse del género
Eimeria por el nimero y distribucién de los esporozoitos, la forma, el tamafio y la

apariencia de la pared que lo componen. (40)(41)

Finalmente, el protozoario flagelado Giardia duodenalis se ha descrito en una
variedad de animales tanto domésticos como salvaje. Genera diarrea inmensurable
y grave en los corderos y cabritos los cuales eliminan los quistes (estadio infectante)
al medio ambiente. Por tal motivo, se le ha considerado de mayor importancia en la
producciéon de pequefios rumiantes debido a los niveles de infeccion elevados que
se han llegado a presentar en la poblacién de interés, manteniéndose presente

como un parasito frecuente hasta hace algunos afios solo del ganado vacuno. (41)
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3.3 Descripcién Cryptosporidium spp en ovejas y cabras

3.3.1 Taxonomia

Reino: Protista

Filo: Apicomplexa

Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Eimeriorina
Familia: Cryptosporidiidae
Género: Cryptosporidium

Especies presentes en ovinos y caprinos: C. parvum, C. xiaoi, C. ubiquitum, C.
andersoni, C. fayeri (42)

3.3.2 Morfologia

Los ooquistes se caracterizan por una pared gruesa. Tienen forma ovoide con
tamafio de 5 - 4,5 um y contienen 4 esporozoitos. Existen dos tipos de ooquistes, los
cuales son: 1) Los ooquistes infectantes, presentan las caracteristicas anteriormente
descritas y ademas se caracterizan por mantenerse viables en el medio ambiente de
3 a 6 meses a diversas temperaturas; resistentes a tratamientos fisicos y quimicos
en los métodos de limpieza y desinfeccion que se llevan a cabo en las instalaciones
de produccién agropecuaria. 2) Los ooquistes no infectantes hacen parte de
alrededor del 20% de los ooquistes que tiene pared fina, y que al momento de salir
de las células epiteliales del intestino delgado ocurre la liberacion de los
esporozoitos invadiendo nuevas células hospedadoras denominandose
autoinfeccion endogena, lo que hace persistente la infeccion en los corderos y
cabritos.(22)
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3.3.3 Ciclo de vida

El ciclo ocurre en un solo huésped y comienza con la ingesta de ooquistes a causa
de la contaminacion fecal en pastos, heno, agua de consumo para los animales. Al
momento de ingerir los ooquistes ocurre el exquistamiento, puesto que, la accion
especialmente de sales biliares y la temperatura de 37°C produce la liberacion de 4
esporozoitos en forma de huso, con motilidad para deslizarse, adherirse e invadir
los enterocitos apicales; posteriormente, se establece una vacuola parasitoforica en

la superficie intestinal. (43)

Después, de la union entre esporozoito y la célula hospedera se genera un
movimiento de organelos secretores (micronemes y granulos densos) formando asi
envoltura y vacuola en el parasito, adquiriendo de esta manera el esporozoito una
forma esférica. Seguido por un ciclo asexual, en el que primero se encuentra la
diferenciacion y como segunda instancia la formacion de trofozoito, el cual tiene la
capacidad de adherirse a las microvellosidades intestinales y ocasionar en ellas
alargamiento. Luego, de los trofozoitos pasar por el proceso de mitosis, se forman
los merontes tanto de tipo | y tipo Il. Los de tipo | producen de seis a ocho
merozoitos de forma similar a los esporozoitos y se encargan de parasitar células
vecinas del intestino delgado convirtiéendose nuevamente en trofozoitos e
implementar por segunda vez la fase asexual o por el contrario conformar los
merontes tipo Il, los cuales se caracterizan por desarrollar cuatro merozoitos, para
dar paso al ciclo sexual con el desarrollo de los macrogametos y microgametos que
al momento en que se fertilizan desencadenan la Unica etapa de meiosis en el ciclo
de vida dando origen al cigoto. Finalmente, el cigoto pasa a ser ooquiste de pared
gruesa que van a ser excretados al medio ambiente o de pared delgada que se
separa de la célula hospedera, se rompe y libera los esporozoitos y provoca
reinfeccion. (43)(44) Esquema del ciclo de vida de Cryptosporidium spp en la (Fig. 1)
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Figura 1.Esquema del ciclo de vida de Cryptosporidium spp
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Fuente: Cryptosporidium Pathogenicity and Virulence. Bouzid et al., 2013 (45)

3.3.4 Patogenicidad

Los mecanismos de los cuadros diarreicos, la pérdida de peso que cursa el animal
al estar infectado con Cryptosporidium spp no se comprenden en su totalidad.
Ademas. La cantidad colosal de especies que infecta y la preferencia a diferentes
tejidos segun el huésped dificulta la verdadera interaccién que ocurre entre huésped

y parasito. (46)

En el caso de los ovinos y caprinos el tejido de preferencia por Cryptosporidium spp
es el intestino delgado. En las dos poblaciones de interés los signos clinicos
aparecen en un tiempo de 2-7 dias con infeccién en los enterocitos intestinales por
esporozoitos resultantes por la ingesta de los ooquistes de pared gruesa. Las
formas enddégenas multiplican en el intestino generando una diseminacién de la
infeccion no soélo en el intestino delgado y grueso sino que ademas eventualmente
en mucosa gastrica, conducto biliar, vesicula biliar y abomaso en el caso de los

rumiantes. (46)
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Segun, como se dé la distribucion de la infeccion se puede definir la intensidad con
la que se den los signos clinicos porque por ejemplo, si se habla de infeccion en el
intestino proximal generalmente ocurre diarrea acuosa. En cambio, en el intestino
grueso suele ser asintomatica, del mismo modo ocurre con la infeccién en la region

pilérica o el abomaso. (46)

La division multiple asexual (esquizogonia o merogonia) en los enterocitos apicales
llega a ocasionar atrofia y union de las vellosidades intestinales e hiperplasia de las
criptas. Lo que conlleva a perdidas enzimaticas del sistema digestivo, por la
sustituciéon de las células anteriormente dichas por células mononucleares con poca

absorcion de azucares y muy poca capacidad enzimética. (22)(44)

La utilizacién de modelos tanto In vivo e In vitro en diversas especies de animales
han permitido tener a detalle aspectos inflamatorios y secretores del sindrome
diarreico. Ademas, de conocer que los mecanismos son multifactoriales por los
efectos del endoparasito a nivel inmunolégico e inflamatorio en el huésped.(44) Se
ha demostrado que el uso del Calostro en los neonatos reduce el desprendimiento
de ooquistes y las manifestaciones clinicas debido a que esa “primera leche” de las
ovejas o0 cabras se derivan anticuerpos policlonales hiperinmunes que al ser
ingeridos en a las 24 horas de vida del animal se secreta posteriormente en el
intestino va a brindarle proteccion inmune al ser un inmunizador pasivo por uno o
dos meses. (46)(47)

3.3.5 Factores de riesgo

La infeccion por Cryptosporidium spp en los corderos y cabritos son un potencial
peligro de diseminacién de ooquistes en el medio ambiente, ya que como bien se ha
descrito con anterioridad la particularidad de los mismos se debe a la resistencia
frente cambios de temperatura y sustancias de limpieza y desinfeccion de areas, por
tanto, se enfatiza utilizar practicas de manejo rigurosas para controlar la

infeccion.(48)
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Segun el estudio realizado por Mohammed et al, (1999) en el sureste de Nueva York
describen que dentro de los factores con menor riesgo asociados a la infeccion
antes del destete son: Presencia de ventilacion en el alojamiento ya que observaron
gue los neonatos criados al aire libre tenian cinco veces menor probabilidad de
infectarse con Cryptosporidium spp, existe la misma probabilidad con los alimentos
sustitutos de la leche. Cuanto al cambio diario de las camas es una actividad
significativa para disminuir el riesgo de infeccién al igual que la limpieza general que
se realice en las &reas de alojamiento. La alimentacion de corderos y cabritos
distinta al calostro tiene un riesgo mayor de infeccion. Asimismo, si nacen en
lugares con piso de concreto las probabilidades de infeccidbn son tres veces

menores. (48)

En Zaragoza Noreste de Espafa los factores predominantes tienen que ver con la
edad, ya que, segun la investigacion por Causapé et al, (2002), las mayores tasas
de infeccién son de los neonatos entre 1y 21 dias de vida y que las intensidades de
la infeccion disminuyen con la edad, debido a los bajos porcentajes de excrecién de
ooquistes en corderos de 22 a 90 dias de un 13%, en comparacion con los corderos
entre 1 -7 dias de edad siendo del 64%. Al igual, puntualizan que la contaminacion
en las areas postparto es fundamental porque generalmente los animales adultos
cursan con infeccion asintoméatica. De manera que, al momento de una madre tener

cria y los corderos estar permanentemente con ellas se infectan facilmente. (19)

3.3.6 Epidemiologia

En 1987 se realizé el primer estudio de infeccion por Cryptosporidium en pequefios
rumiantes. Con el tiempo se fueron realizando mas investigaciones en ovejas y
cabras que presentaban criptosporidiosis en diferentes zonas geograficas en las que
existe variacion de prevalencias entre una y otra especie, por lo tanto, el nUmero de
casos que se presentaron o se estén presentado en los animales por este agente
etiol6gico no se conoce con exactitud. La importancia que tiene el parasito tiene que

ver primero, con las tasas de mortalidad y morbilidad en el ganado joven al ser el
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principal enteropatégeno causante de diarrea neonatal. Segundo, al ser una
enfermedad zoondtica y que se ha visto asociada principalmente con una alta
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos. La diseminacion de los ooquistes
por parte de los animales infectados en este caso pequefios rumiantes se dice que

son la mayor fuente de contaminacion ambiental. (19)

La mayoria de documentacion existente sobre la presencia del agente en cuestion
esta relacionado con los bovinos, de modo que la incidencia en ovinos y caprinos es
generalizada. En los pocos estudios en la poblacién y los parasitos de interés las
prevalencias varian. En Zaragoza, Espafa los rangos de edades determinar que a
mayor edad, menor porcentaje de infeccion, ya que, en corderos de 1-7 dias de
edad la prevalencia de Cryptosporidium fue del 67%, de 8-14 dias el porcentaje de
animales infectados fue del 76%, de 15-21 dias se present6 el 57% y en el rango de
22-90 dias fue del 23%. La Identificacion de ooquistes en el estudio se llevé a cabo
por medio del método de concentracion de heces con formalina y acetato de etilo.

Posteriormente, frotis del sedimento tefiido con Ziehl-Neelsen modificada. (19)

En Rio de Janeiro, el procedimiento para 105 muestras de materia fecal consintio,
primero en la técnica de flotacién seguido por la tincion de safranina-azul de
metileno. Realizaron muestreo en animales jovenes y adultos evidenciando que las
cabras adultas no se detectaron ooquistes de Cryptosporidium. Mientras, que en los
cabritos la prevalencia fue de un 10.2% en el rango de edad entre 15 dias a 3

meses. (20)

En la india especificamente en el distrito de Jammu la prevalencia en corderos fue
del 45% vy el grupo de edad con mayor de incidencia fueron los menores de un mes

con un 65%, en el rango de 1-3 meses el porcentaje fue del 37%.(49)

Finalmente, en Veracruz México de 80 ovejas muestreadas el 67.5% presentaban
infeccion y de 80 cabras un 72.5% fueron positivas para la infeccion por
Cryptosporidium spp. (23)
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3.3.7 Control

Son pocos los tratamientos autorizados para la infeccion de Cryptosporidium, debido
a la poca efectividad de diversos farmacos o antiprotozoarios que se han probado
en terneros y ratones particularmente. Por lo que, sigue siendo tema de
investigacion comprender mejor la biologia y la composicién del parasito para
asimismo contribuir en el surgimiento de nuevos medicamentos que tengan

mecanismos puntuales frente al ciclo de vida.(6)

Por consiguiente, se debe buscar prevenir la criptosporidiosis con buenas practicas
de manejo, mantener condiciones 6ptimas de higiene sanitarias, adecuada nutricion,
evitar hacinamiento, aislamiento de animales sanos de los enfermos, control en las
diferentes especies impidiendo el alojamiento de varias especies en un solo corral y
Sus grupos etarios evitando juntar los adultos con los neonatos, tener corrales
especiales para parideros, corrales individuales para cada cordero y cabrito,
tratamiento del agua de bebida, lavado de todas las instalaciones son los métodos
mas efectivos para evitar la contaminacion con ooquistes de Cryptosporidium.
(6)(50)(51)

3.4 Giardia duodenalis en ovejas y cabras

3.4.1 Taxonomia

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora
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Clase: Zoomastigophorea
Orden: Diplomonadida
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia

Especie: G. duodenalis (52)

3.4.2 Morfologia

Giardia es un protozoario flagelado que se caracteriza por presentar dos formas de
vida, el trofozoito y el quiste. Los trofozoitos miden de 9-21 um de largo por 5-15 um
de ancho, tienen forma piriforme con ocho flagelos, los cuales son: cuatro laterales,
dos ventrales y dos caudales permitiendo la movilidad del parasito. También,
presentan un disco ventral, su funcién es ayudar al parasito a ensamblarse en las
células epiteliales intestinales, cuerpos parabasales situados especialmente en la

linea media, dos axonemas, dos nucleos y finalmente un endosoma central. (52)

Los quistes son el estadio infeccioso, tienen forma ovalada miden de 8-14 um. Cada
guiste tiene en su interior cuatro nucleos si son maduros y dos nucleos al ser quistes
inmaduros; flagelos enrollados al igual que los axonemas. Es resistente a cambios
ambientales, pero singularmente al calor son poco viables, a diferencia de cuando

se localizan en el agua fria pueden ser infectantes por un periodo de 16 dias.(52)

3.4.3 Ciclo de vida

La ingesta de los quistes de Giardia desencadena el proceso de exquistacion
seguido por la colonizacién del intestino delgado por la accion de los trofozoitos, los
cuales experimentan cambios en la morfologia que les permite mantener viabilidad
fuera del intestino; puesto que, la enquistacion (formacidn del quiste) de los mismos
es el estadio que se encuentra en el medio ambiente, ya que los trofozoitos también
son eliminados en las heces pero no sobreviven fuera del organismo del animal.(52)
(53)
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La exquistacion ocurre por la exposicion principalmente al pH acido del estbmago.
Luego, el paso al intestino delgado con la ayuda de las proteasas pancreaticas
como la quimiotripsina y tripsina favorece el desarrollo de los trofozoitos (forma
vegetativa), y comienzan a replicarse en las criptas del duodeno. (53) En la medida
en que ocurre la replicacion de cada trofozoito, se comienza el ciclo de enquistacion
por la exposicion a las secreciones biliares, que posteriormente va a dar paso a dos
fases de enquistacion (la temprana y la tardia), completandose la fase temprana en
un tiempo de 10 horas donde participa la sintesis intracelular y todos los
componentes necesarios para el debido transporte de las particulas que van a
componer la pared del quiste. La fase tardia concluye a las 16 horas y el proceso
consiste en la formacion de la pared del quiste y una serie de proteinas especificas

del proceso de enquistacién del parasito. (28)

Figura 2. Esquema del ciclo de vida de Giardia duodenalis
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3.4.4 Patogenicidad

Giardia es un protozoario flagelado causante de diarrea alrededor del mundo en

animales y el humano. Al momento de ocurrir la infeccion por este agente, segun
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estudios describen que es comun el sindrome de malabsorcion en los corderos y
cabritos, y esto debido a la atrofia de las vellosidades y reduccién en el transporte
de moléculas mediante las células epiteliales que cubren el tubo digestivo,
resultando en la deficiencia enzimatica digestiva de por ejemplo: las lipasas,

lactasas y proteasas. (55)

La patologia ademas cursa en pocas ocasiones con infiltracion eosinofilica, un leve
aumento de los linfocitos intraepiteliales y aumento en la secrecién de moco, el cual
segun un estudio por Ponce Martha et al, es una secrecion que protege el epitelio
intestinal contra la accion de los trofozoitos de Giardia al interferir con la unién de los
mismos a las células epiteliales, teniendo en cuenta que el estadio de trofozoito al
tener la capacidad de secretar proteinasas contribuye en las lesiones del epitelio
intestinal; en primera instancia rompiendo la inmunoglobulina IgA y segundo

generando dafio en las células epiteliales. (56)

Otros mecanismos relacionados tienen que ver con la interrupcion en el intestino
delgado del borde de cepillo y el proceso inmunolégico, donde la respuesta de la
inmunidad innata junto la inmunidad adquirida que se componen de las células
humorales y celulares para cumplir con la funciébn de controlar la infecciéon. Los
anticuerpos especificos son: IgM, IgA e IgG, al igual que los linfocitos, macrofagos,

neutrofilos y eosinofilos. (52)

Como tal, es poco lo que se sabe sobre la patogenesis de Giardia en las ovejas.
Debido a la variacion que presenta la misma en los corderos y cabritos, porque en
diversos estudios la diarrea es prolongada y la reduccion del crecimiento en
corderos son a causa de la infeccion por Giardia. No obstante, se han presentado
casos en los que el animal no padece efectos que perjudiquen su salud y

crecimiento. (30)
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3.4.5 Factores de riesgo

La presencia de Giardia duodenalis al igual que Cryptosporidium spp se asocian
principalmente con pérdidas econdémicas, ocasionadas por la diarrea que puede
llegar a generar en los animales de produccion, como también la muerte
especialmente en la poblacion neonatal de los pequefios rumiantes. Teniendo en
cuenta que los animales adultos que resulten infectados van a actuar sélo como
reservorios asintomaticos del parasito, la infecciobn pasa por desapercibida,
provocando que al no tener una adecuada higiene en los alojamientos de los
animales ocurra diseminacion de quistes en el agua de consumo, pastos, alimentos
etc. Lo que origina un posible riesgo de infeccion para los humanos (transmision
zoonotica) y los animales considerando que la dosis infecciosa son alrededor de 10
guistes de Giardia o 10 ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp. (57)(28)

Las situaciones o circunstancias que aumentan la probabilidad de infeccién por
Giardia en las granjas y lugares de produccion ovino-caprina estan relacionadas
fundamental con no cumplir con las Buenas Practicas Ganaderas, que permiten la
inocuidad de areas para el bienestar de los animales y asimismo evitar o mitigar la
presencia de protozoarios 0 agentes patdgenos que afectan a el animal y muy

posiblemente pueda llegar a ocasionar perjuicios al ser humano (58)

Los factores de riesgo involucrados son: Entrada de animales nuevos sin control, la
higiene en los alimentos, el origen del agua para los animales si es tratada 0 no,
manejo y cuidado de los animales en especial si se tienen diferentes animales en la
granja la contaminacion cruzada es un factor determinante, control de fomites,

manejo del estiércol, manejo de personal, rotaciébn de potreros, tipos de alimento,
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ingesta de calostro se asocia de manera positiva en la inmunizacion primaria del

animal, la limpieza y desinfeccion constante de las areas.(58)

3.4.6 Epidemiologia

Giardia duodenalis es el protozoario mas comun alrededor del mundo que afecta a
los humanos y a una amplia variedad de animales salvajes y domésticos
considerandose una enfermedad zoonoética. Para determinar la epidemiologia es
importante entender el rango de huéspedes, los ensamblajes, el potencial de
transmision entre especies, factores de riesgo relacionados con la exposicion al
patdgeno. Por lo tanto, los avances de las herramientas moleculares han
posibilitado realizar aproximaciones de la epidemiologia sobre Giardia en diversos

paises. (59)

La presentacion de giardiasis en ovejas y cabras en un estudio realizado en China,
identificaron los ensamblajes A con un 13,8%, B el 6,9% y el E un 79.3%. Los datos
moleculares con los afios han revelado la presencia de 7 ensamblajes de Giardia
duodenalis (A-G) entre los que se han visto asociados en las infecciones en
humanos son principalmente el A y B, los deméas ensamblajes como son el C, D, E,

F, G los cuales aparentan tener especificidad por determinada especie animal. (60)

Los datos epidemiologicos de diversas investigaciones documentan la presencia de
G. duodenalis en pequefios rumiantes manifestando que la prevalencia de esté
protozoario varia de 1.5% a 55.6% en ovejas y 12.3% a 42.2% en cabras.
Adicionalmente, los ensamblajes que comunmente se han confirmado en ovejas y
cabras han sido: El A, B y E, siendo éste ultimo el principal en la mayoria de paises.
(60)
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Determinar la epidemiologia de G. duodenalis y las especies de animales
involucradas en la posible transmisidbn en humanos sigue viéndose comprometida
por las pocas investigaciones de casos, el escaso control de los protozoarios y las
frecuentes infecciones que se presentan con una variedad en los ensamblajes y
subtipos lo que ha impedido la comprension de la epidemiologia molecular y la

contaminacion ambiental por los quistes del mismo. (59)

3.4.7 Control

El control de la infeccidn por G. duodenalis presenta ciertos obstaculos como lo son:
la biologia del parasito, la distribucion de ensamblajes entre especies, la transmision
del agente patégeno, los factores de riesgo que inciden en la presencia de los
quistes y las respuestas clinicas que varian segun el sistema inmune del animal. Por
lo tanto, es necesario instaurar diferentes estrategias de control que mitiguen la
exposicidbn a heces contaminadas con quistes. Estrategias tales como: realizar
tratamiento y filtracion a fuentes hidricas, realizar un adecuado manejo de excretas,
evitar juntar especies diferentes y de distintos grupos etarios, mantener protocolos
de limpieza y desinfeccion, estricta higiene personal de las personas encargadas de
los animales, separar los animales enfermos de los sanos, desparasitar
adecuadamente a los animales entre otras especificaciones que son de relevancia
al tratarse de un protozoario en el que sus quistes son resisten a diversas
condiciones climéticas, por lo que la contaminacion ambiental y la higiene deficiente
son uno de los mayores retos y mas cuando no existen tratamientos efectivos o

vacunas para evitar la infeccion por este patégeno. (50)(52)

3.5. Diagnéstico de Cryptosporidium spp y G. duodenalis

Son diversas las técnicas de diagnostico disponibles para detectar Cryptosporidium
spp Yy G. duodenalis. Existen desde basicas técnicas de tincion, uso de anticuerpos,

enzimas, como herramientas moleculares complejas que han permitido comprender
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detalladamente variaciones genéticas en los protozoarios, y de esta manera
entender la epidemiologia e implementar nuevas medidas de prevencion frente a

estos patdgenos. (61)

De las tinciones convencionales, se dispone de: la tincion modificada de Ziehl-
Neelsen, tincibn negativa de Heine, fenol de auramina, azul de metileno de
safranina y verde malaquita, para deteccion de Cryptosporidium. (62)(63). Para

Giardia, montaje directo, tincién con yodo y Giemsa (61).

En los métodos inmunoldégicos para la deteccion tanto de ooquistes-quistes,
comunmente es utilizada la Inmunofluorescencia Directa (IFD).(64). En la que la
sensibilidad y especificidad es mayor que las tinciones convencionales. Otros

ensayos son: la Inmunofluorescencia indirecta, ELISA e inmunocromatografia. (61)

Las técnicas asociadas con el andlisis de &cidos nucleicos para su respectiva
deteccion y genotipificacion se cuenta con: PCR, Reaccidon en cadena de la

polimerasa cuantitativa e hibridacion in situ fluorescente (FISH). (61)

3.5.1 Inmunofluorescencia Directa

La fluorescencia es la capacidad que tiene ciertas moléculas que, al momento de
ser irradiadas con energia electromagnética, emiten radiacién a una longitud de
onda especifica para su correspondiente cuantificacion. En el caso de los
fluorocromos tiene un espectro de emision y excitacion caracteristica. En los kits
comerciales de esta técnica las moléculas que se fijan al anticuerpo como por
ejemplo la fluoresceina o también denominada FITC por medio del uso de la Luz UV
permiten su respectiva deteccion, la cual presenta una absorcion de 495 nm

(nandmetros) y una emision 520 nandémetros generando un color verde brillante.(65)

La Inmunofluorescencia Directa utiliza anticuerpos monoclonales anti-
Cryptosporidium y anti-Giardia marcados con un fluorocromo (FITC), dirigidos contra
los antigenos de Cryptosporidium y Giardia presentes en la muestra. El kit

generalmente utilizado a nivel de investigacion es el MERIFLUOR ®
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Cryptosporidium / Giardia de Meridian Biosciences, el cual detecta de manera rapida
y precisa tanto los ooquistes-quistes de Cryptosporidium y Giardia, respectivamente.
Permitiendo la visualizacion de los mismos y proporcionando un diagndstico
definitivo. Teniendo en cuenta que, existen diversos métodos como las tinciones
convencionales, aspirados de flujo duodenal y biopsias del intestino delgado que
presentan una sensibilidad baja y son invasivos. De manera que, para detectar la
presencia de los estadios infectantes de los dos protozoarios. Algunos estudios han
considerado la prueba MERIFLUOR® como un “estandar de oro” por las tasas de
sensibilidad y especificidad del 100%.(66)(67)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Detectar la presencia de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis en corderos y
cabritos por medio de la técnica de Inmunofluorescencia Directa en cuatro granjas

localizadas entre los 1300 y 2500 m.s.n.m

4.2 Objetivos especificos

Identificar Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis en heces de corderos y

cabritos de 1-4 meses de edad.

Determinar los factores de riesgo de la presencia de Cryptosporidium spp y Giardia

duodenalis en el area de muestreo.
Realizar un andlisis de los factores predisponentes a la presencia de

Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis en ovejas y cabras de granjas localizadas

entre los 1300 y 2500 m.s.n.m.

33



5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de investigacion

El presente estudio es descriptivo y de corte transversal.

5.2 Poblaciéon

Ovejas y cabras entre 1 a 4 meses de edad, ubicadas en granjas localizadas entre
los 1300 y 2500 m.s.n.m

5.3 Tamarfo de la Muestra

La muestra obtenida fue de 97 animales entre ovinos y caprinos de tres municipios
del Departamento de Cundinamarca y un municipio de Boyaca. El tamafio de la
muestra y la seleccién de las fincas fueron por conveniencia, por la colaboracion del
duefio y el ingreso a cada una de las propiedades, ademas se dependia de la
poblacién tanto de corderos y cabritos en el rango de edad establecido accesibles

para el muestreo.

5.4 Recoleccion de lainformacién

Se realizd un registro de fincas (Anexo 1), en el que se incluyd, informacion
relacionada con el Municipio, vereda, clima, habitat de los animales, los tipos de
produccion y explotacion, fuente de agua, tipo de alimento, limpieza, desinfeccién y
desecho de excretas. Con el fin de establecer las posibles variables asociadas a la

presencia de Cryptosporidium y Giardia.
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5.5 Tomay recoleccion de las muestras

Se recolectaron 97 muestras de corderos y cabritos, directamente del recto del
animal, obteniendo 15 gramos de materia fecal. Cada muestra se coloco en tubos
de tapa rosca debidamente marcados y refrigerados para luego ser procesadas en

el menor tiempo posible. Anexo 2.

5.6 Procesamiento de las muestras

5.6.1 Flotacién de ooquistes-quistes

La flotacibn de ooquistes-quistes a partir de las muestras de materia fecal de
corderos y cabritos, consiste en: hacer flotacion con solucidon azucarada, pesando
15 gramos de la materia fecal; luego, se agrega para esa cantidad 35 ml de agua
destilada para lograr homogeneizar la muestra, Anexo 3. Posteriormente, se pasa
por una gasa y un embudo dos veces, Anexo 4. A continuacion, el liquido resultante
de cada muestra se coloca en tres tubos Falcon de 15 ml. Después, los tubos
Falcon se completan con agua destilada, Anexo 5. Posteriormente, se centrifugan a
2500 rpm durante 15 minutos; pasado el tiempo se desecha el sobrenadante; a la
vez, se le adiciona solucion azucarada de Sheather hasta completar 15 ml y se
homogeniza, Anexo 6. Nuevamente, se centrifuga a 2500 rpm por 20 minutos;
seguidamente, se toma de los respectivos tubos 4 ml de la porciébn mas superficial
del sobrenadante puesto que, es donde se van a encontrar los ooquistes-quistes y
guistes en flotacion, éste se adiciona en 10 ml de agua destilada. Anexo 7. Una vez
mas, los tubos se centrifugan a 2500 rpm durante 15 minutos; finalmente, se
desecha el sobrenadante y se recuperan los pellet, Anexo 8. Los cuales se
almacenan en 500 ul de agua ultra pura en tubos eppendorf de 1.5 ml. Anexo 9.

Finalmente, la alicuota queda lista para realizar IFD. Fayer et al, (2006). (68)

5.7 Pruebas diagnosticas
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Para la deteccién de los ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y G. duodenalis,
se emplea la técnica de Inmunofluorescencia Directa, utilizando el Kit de
MERIFLUOR, el cual contiene el reactivo de deteccion, la tincion de contraste, el
tampon de lavado 20X, control positivo, control negativo y medio de montaje. El
procedimiento consiste: colocar 2 ul de control positivo y control negativo en sus
respectivos pocillos, de igual manera adicionar la misma cantidad de la muestra en
cada pocillo de la lamina; posteriormente, se dejan secar completamente a
temperatura ambiente por 45 minutos; luego, se adiciona a cada pocillo una solucion
del reactivo de deteccion y de contraste (2 ul); el siguiente paso es incubar las
laminas en una camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente
(importante protegerlos de la luz). Después, se lavan las laminas con un suave
chorro de tampoén de lavado 1X hasta retirar el exceso de los reactivos (no dejar
secar la lamina); por ultimo afadir medio de montaje a cada pocillo y colocar un
cubreobjetos; finalmente, observar al microscopio de fluorescencia cada pocillo en
un aumento de 400X en microscopio de fluorescencia ZEISS Primo Star iLED. Fig.
3, Fig. 4. Anexo 10

Figura 3. Ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y G. duodenalis en IFD

Fuente: An updated Review on Cryptosporidium and Giardia, Huang D., 2006

Figura 4. Ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y G. duodenalis en IFD
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Fotos de autoria propia, Collazos DA, 2020

5.8 Programas utilizados

EPI INFO version 7.2.3.1, WinEpi, EXCEL - 2013 y WORD - 2013.

5.9 Hipotesis

Las condiciones climaticas y de higiene en los animales contribuyen a la presencia

de ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis respectivamente.

5.10 Variables

5.10.1 Variable dependiente

La presencia de ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis en
los corderos y cabritos depende contundentemente del tiempo de infeccién
parasitaria, la carga parasitaria con la que estén cursando, el tipo de nutricion y la

calidad del agua.

5.10.2 Variable independiente

Como variables independientes se tom6 en cuenta la especie (cabras y ovejas), la
edad (meses), el sexo (macho o hembra), habitat (establos, libres y rediles), fuente
de agua (Municipal o pozo), proposito (carne, lana y leche), tipo de Explotacion
(extensiva e intensiva), veredas muestreadas (Mesitas del caballero, Rio arriba, San
Antonio y San José, Clima (céalido o frio).
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5.11 Criterios de exclusion

Muestras que no estuvieran bien rotuladas, sin refrigeracion. Fincas sin encuesta
diligenciada.

5.12 Criterios de inclusién

Muestras adecuadamente rotuladas, refrigeradas y que provenian de fincas con
encuesta diligenciada con datos como la edad, el sexo, alojamiento, Agua de
bebida, si esta provenia de pozo, estanque o era municipal, propdsito: carne, leche

o doble propdésito.

5.13 Técnica de analisis

La descripcion de las variables se realizO por medio del analisis univariado,
obteniendo asi frecuencias relativas por cada variable cualitativa. Posteriormente, se
realizaron analisis bivariados con pruebas estadisticas, tales como: prueba exacta
de Fisher, chi cuadrado, razén de probabilidad (OR) e intervalos de confianza (IC)
del 95%, y asi determinar la asociacién o significancia estadistica de las distintas
variables como posibles factores de riesgo para la presencia de Cryptosporidium

spp y Giardia duodenalis.
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6. RESULTADOS

De las cuatro fincas empleadas por conveniencia para el respectivo estudio, se
obtuvo un total de 97 muestras de materia fecal de pequefios rumiantes,26,8%
(26/97) fueron positivas para la presencia de algun ooquiste-quiste de

Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis, respectivamente. Fig. 5.
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Figura 5. Cantidad de animales negativos y positivos a la presencia de por lo menos un
ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis.

De acuerdo a la Especie, el total de corderos muestreados fue de 77,3% y de los
cabritos 22,7%. Tabla 3. Con respecto, a la cantidad de animales muestreados, la
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presencia de algun ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis se
observo, por ejemplo, que en las cabras un 38,5% (10/12) presento positividad y en
el caso de las ovejas fue del 61,5% (16/59) Fig. 6.

Especie ne Porcentaje
Cabras 22 22, 7%
Ovejas 75 77,3%

Total 97 100%

Tabla 3. Total, de especies muestreadas

" Positivo/especie
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Figura 6. Cantidad de cabritos y corderos con presencia de algin ooquiste-quiste.

Respecto a la Edad, en los caprinos, se observd mayor numero de animales
muestreados en el rango de los tres meses de vida 45,4% (10/22). Tabla 4. En las
ovejas al igual que en las cabras a los tres meses de edad, representandose, con el
41,3% (31/75). Tabla 5

Especie Edad/meses ne Porcentaje
Cabra 1 mes 5 22, 7%
Cabra 2 meses 1 4,5%
Cabra 3 meses 10 45,4%
Cabra 4 meses 6 27,3%

Total 22 100,0%

Tabla 4. Cantidad de cabritos muestreados segun la edad

| Especie Edad/meses n° Porcentaje |
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Oveja 1 mes 14 18,7%
Oveja 2 meses 11 14,7%
Oveja 3 meses 31 41,3%
Oveja 4 meses 19 25,3%
Total 75 100,0%

Tabla 5. Cantidad de corderos muestreados segun la edad

En proporcion con la cantidad de cabras muestreadas, la edad con mayor presencia
de ooquistes-quistes fue en el primer mes de vida 40,0% (4/5), seguido por el 30,0%
(3/10) a los tres meses y posteriormente el 30,0% (3/6) animales positivos a la edad

de los cuatro meses. Tabla 6.

Especie Edad/meses n Porcentaje
Cabra 1 mes 4 40,0%
Cabra 3 meses 3 30,0%
Cabra 4 meses 3 30,0%
Total 10 100,0%

Tabla 6. Presencia sobre algun ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y Giardia
duodenalis conforme a la edad de las cabras.

La presencia sobre algin ooquiste-quiste conforme a la poblacién de ovejas en
estudio, se observo que, la mayor cantidad de animales positivos fue en la edad de
tres meses, representdndose con el 43,7% (7/31). Seguido por, el 37,5% (6/19) en
la etapa de los 4 meses; en el grupo de 1 mes 18,7% (3/14) fueron positivos. Tabla
7. Para las dos especies de pequefios rumiantes en la edad de los dos meses no se
obtuvo presencia para ningun ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y Giardia

duodenalis.

Especie Edad/meses ne Porcentaje
Oveja 1 mes 3 18,7%
Oveja 3 meses 7 43, 7%
Oveja 4 meses 6 37,5%
Total 16 100,0%

Tabla 7. Presencia sobre algin ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y Giardia
duodenalis conforme a la edad de las ovejas.

En cuanto al Sexo, en la poblacion muestreada se observo en las cabras

predominancia en las hembras del 72,7%, en comparacion con del 27,2% en
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machos. En las ovejas, el porcentaje de hembras fue del 56,0% y en los machos el
44,0%. Fig. 7
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Figura 7. Proporcion de animales segun el sexo en las ovejas y cabras

En relacion al porcentaje de cabras y ovejas segun si eran hembra o macho y la
presencia de algun ooquiste-quiste. En las cabras el 43,7% (7/16) de las hembras
presentaron positividad y en los machos fue del 50,0% (3/6).En las ovejas las
hembras con ooquistes-quistes fue del 19,0% (8/42) y en los machos 24,2% (8/33).
Fig. 8.

Positivo/especie y sexo
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Figura 8. Proporcién de animales con presencia de algin ooquiste-quiste segun la especie y
el sexo.

El porcentaje de las cuatro Veredas Muestreadas respecto al nimero de ovejas y
cabras en el presente estudio, evidencio que el mayor numero de caprinos
muestreados provenian de la vereda Mesitas del Caballero del Municipio de
Anolaima lo que corresponde al 12,4%. En el caso de las ovejas el mayor nimero
de muestras fueron de la vereda San José del Municipio de Mosquera siendo el
54,6%. Tabla 8

Veredas
n %

Cabras | Mesitas del caballero 12 12,4%

Rio arriba 10 10,3%

Ovejas | San Antonio 22 22,7%

San José 53 54,6%

Total 97 100,0%

Tabla 8. Total, de veredas muestreadas y la cantidad de animales muestreados por cada
una

De las respectivas veredas, En San José, Mosquera se presenté el mayor
porcentaje de la presencia de algun ooquiste-quiste. Seguido por un 26,9% en la

vereda Mesitas del Caballero, Anolaima. Tabla 9.

Veredas
Positivo negativo
n % n %
Mesitas del 7 26,9% 5 7,0%
caballero
Rio arriba 3 11,5% 7 9,9%
San Antonio 3 11,5% 19 26,8%
San José 13 50,0% 40 56,3%
Total 26 100,0% 71 100,0%
Tabla 9. Presencia de algun ooquiste-quiste de Cryptosporidium spp y G. duodenalis por
veredas.

Respecto a la presencia de Cryptosporidium spp en cabras 27,2%, para ovejas

9,33%. La presencia de quistes de G. duodenalis 36,3% en cabras y en ovejas
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17,3%. Ooquistes-quistes tanto de Cryptosporidium y Giardia en cabras 18,1% y en
ovejas 5,33%. Tabla 10

Cryptosporidium spp G. duodenalis Cryptosporidium y

Giardia
Especie Positivo  Negativo  Positivo  Negativo Positivo  Negativo
n % n % n % n % n % n %

Cabras 6 272% 16 72,7% 8 36,3% 14 63,6% 4 18,1% 18 81,8%
Ovejas 7 933% 68 90,6% 13 173% 62 826% 4 533% 71 91,7%

Tabla 10. Presencia de Cryptosporidium spp y G. duodenalis por especie

Analisis descriptivo de cada variable:

Para la variable de Clima el 64,9% de los animales se encontraban en un ambiente
frio (altitud superior a los 2000 m.s.n.m) mientras que 35,1% a una temperatura

célida (altitud inferior a los 2000 m.s.n.m). Tabla 11

Clima
n %
Calido | 34 35,1%
Frio | 63 64,9%
Total | 97 100,0%

Tabla 11. Andlisis descriptivo segun la variable Clima

De acuerdo, a la variable: Habitat haciendo referencia al sitio en que se mantienen
o rotan las cabras y ovejas, la predominancia fue que los animales estaban en
establos 22,7%, libres 54,6% y en Rediles 22,7%. Tabla 12

Habitat
n %
Establos 22 22, 7%
Libres 53 54,6%
Rediles 22 22, 7%
Total 97 100,0%

Tabla 12. Andlisis descriptivo segun el habitat
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La variable Tipo de produccion, indico que el 50,0% estaban destinados a la
produccién de carne, 35,3% destinados a la produccién de lana y el 14,7% a la
produccién de leche. Tabla 13

Produccion
n %
Carne 75 50,0%
Lana 53 35,3%
Leche 22 14,7%
Total 150 100,0%

Tabla 13. Andlisis descriptivo segun el tipo de produccion

La variable Tipo de explotacion, indico que cerca al 57% de los predios tiene un

sistema de explotacion extensivo y el 45,4% maneja el sistema intensivo. Tabla 14

Explotacion
n %
Extensiva| 53 54,6%
Intensiva | 44 45,4%
Total | 97 100,0%

Tabla 14. Analisis descriptivo segun el tipo de explotacién

La variable Fuente de agua 77,3% de los animales beben agua municipal y un
22,7% de pozo. Tabla 15

Fuente de agua
n %
Municipal | 75 77,3%
Pozo | 22 22, 7%
Total | 97 100,0%

Tabla 15. Andlisis descriptivo segun la fuente de agua

Analisis bivariado
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La asociacion entre la edad y la presencia de ooquistes-quistes para ninguna de las

edades y especies presenta significancia estadistica, por lo que no hay, relacion

entre las dos variables. Tabla 16.

Edad Cryptosporidium spp G. duodenalis
Positivo Negativo Positivo Negativo
n % n % p O.R IC95% n % n % p O.R 1C95%
lmes |2 40,0% 3 60,00 0,154 8,666 0,70- 2 40,0% 3 60,0% 0,272 4,000 0,39-
107,09 40,1
1 7,14% 13 92,8% 2 142% 12 857%
3 1 100% 9 90,0 0,646 0,750 0,07-7,78 3 30,0% 7 70,0 0,463 1,469 0,29-
meses 7,33
4 129% 27 87,1% 7 225% 24 T77,4%
4 3 50,0 3 50,0% 0,069 8,500 1,11- 3 50,0 3 500% 0,193 3,750 0,54-
meses 64,81 25,5
2 10,5% 17 89,4% 4 21,0 15 78,9%

*Prueba chi cuadrado (XZ), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 16. Asociacién de la edad con la presencia de Cryptosporidium spp y G. duodenalis
en cabras y ovejas

En relacion al sexo y la presencia de ooquistes-quistes de los protozoarios de

interés, no se observa significancia estadistica para ninguna de las dos especies,

por lo tanto, en el estudio no existe asociacién o predisposicion para que por uno u

otro género se presente Cryptosporidium o Giardia. Tabla 17.

Cryptosporidium spp G. duodenalis
Sexo | Positivo Negativo Positivo Negativo
n % n % p O.R IC9%5% |n % n % p O.R IC 95%
Hembra|4 25,0% 12 75,0% 0,136 3,166 0,71-14,07 |6 37,5% 10 62,5% 0,059 3,600 0,98-13,18
4 9,52% 38 90,4% 6 14,2% 36 85,7%
Macho |2 33,3% 4 66,6% 0,154 5,166 0,73-36,23 |2 33,3% 4 66,6% 0,409 1,928 0,29-12,78
3 8,82% 31 91,1% 7 20,5% 27 79,4%

*Prueba chi cuadrado (X?), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 17. Asociacion entre el sexo y la presencia de Cryptosporidium spp y G. duodenalis
en cabras y ovejas.

La asociacién sobre la presencia de ooquistes-quistes y la variable clima, demuestra

relacion estadisticamente significativa en los animales expuestos al clima calido,

46




(altitud menor de 2000 m.s.n.m y), al observar que el valor p<0,05 y el OR>1. A

diferencia, de aquellos que estan expuestos al frio (altitud mayor de 2000 m.s.n.m)

con un valor p=0,69 y 0,38, valor OR=0,870 y 1,636 para Cryptosporidium spp y G.

duodenalis, respectivamente, en cabras y ovejas, considerandose un factor de

riesgo. Tabla 18.

Cryptosporidium spp G. duodenalis
Clima | Positivo Negativo Positivo  Negativo
n % n % p O.R IC 95% n % n % p OR IC 95%
Calido |5 83,3% 7 25,0% 0,01 15,000 2,05-109,24 | 5 71,4% 7 259% 0,03 7,142 1,25-40,79
1 16,6% 21 75,0% 2 285% 20 74,0%
Frio 1 142% 9 16,0% 0,69 0,870 0,09-826 |3 214% 7 14,2% 0,38 1,636 0,36-7,39
6 85,7% 47 83,9% 11 78,5% 42 85,7%

*Prueba chi cuadrado (XZ), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 18. Asociacién entre el climay la presencia de Cryptosporidium spp y G. duodenalis
en cabras y ovejas

La asociacion entre el tipo de explotacion y la presencia de ooquistes-quistes,

presenta significancia estadistica, en el sistema de produccién intensivo, al

obtenerse valor p=0,04 y OR=7875 para Cryptosporidium spp. Asimismo, valor

p=0,03 y OR=5,714 para G. duodenalis, considerandose asi un factor de riesgo. En

cuanto, al producto de obtencion de cada una de las especies, no mostré significado

estadistico ningun tipo de produccién con la presencia de ooquistes-quistes en

cabras y ovejas. Tabla 19.

a7

Cryptosporidium spp G. duodenalis
Explotaci | Positiv
on 0 Negativo Positivo Negativo
n % n % p OR IC9%% |n % n % p O.R IC95%
0,0 0,00 0,0 0,00
Extensiva |0 0 0 0 0,000 0 0 0 0 0,000
11,3 4 88,6 1 20,7 4 792
6 % 7 % 1 % 2 %
272 1 72,7 0,0 7,87 1,08- 36,3 1 636 00 5,71 1,15-
Intensiva |6 % 6 % 4 5 57,34 8 % 4 % 3 4 28,33
455 2 954 90,9 2 90,9
1 % 1 % 2 % 0 %
Producci6 | Positiv
n 0 Negativo Positivo Negativo
n % n % p OR IC9%% |n % n % p O.R IC95%
0,0 0,00 0,0 0,00
Carne 0 0 0 0 0,000 0 0 0 0 0,000
9,33 6 90,6 1 173 6 82,6
7 % 8 % 3 % 2 %




0,0 0,00 0,0 0,00
Lana 0 0 0 0 0,000 0 0 0 0 0,000
11,3 4 88,6 1 20,7 4 79,2
6 % 7 % 1 % 2 %
272 1 72,7 0,0 0,00 363 1 636 00 0,00
Leche 6 % 6 % 0 0 0,000 8 % 4 % 0 0 0,000
0 0 0 0

*Prueba chi cuadrado (Xz), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 19. Asociacién entre el tipo de explotacién y produccién con la presencia de
Cryptosporidium spp y G. duodenalis en cabras y ovejas.

La fuente de agua, no mostro significancia estadistica (p=0,08 y p=0,13), por lo tanto
el agua municipal y de pozo (nacimiento, quebrada) en el presente estudio, son un
factor protector frente a la presencia de ooquistes-quistes de Cryptosporidium y

Giardia, respectivamente. Tabla 20

Cryptosporidium spp G. duodenalis
Fuente
agua Positivo Negativo Positivo Negativo
n % n % p OR IC 95% n % n % p OR IC9%
Municipal | 6 27,2% 16 72,7% 0,08 2,937 0,85-10,14 | 8 36,3% 14 63,6% 0,13 2,181 0,73-6,47
6 11,3% 47 88,6% 11 20,7% 42 79,2%
Pozo 0 0 0,00 0,000 0,000 0 0 0,00 0,000 0,000
1 455% 21 95,4% 2 9,09% 20 90,9%

*Prueba chi cuadrado (X?), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 20. Asociacion entre la fuente de agua y la presencia de Cryptosporidium sppy G.
duodenalis en cabras y ovejas.

La asociacion del manejo y cuidado de los animales con presencia de ooquistes-
quistes, que presentaron significancia estadistica son: la limpieza que se realiza
mensualmente (p=0,01, OR=15,000) y el desecho de excretas de tipo abono
incrementa la presencia de Cryptosporidium spp y G. duodenalis en las 4 fincas
muestreadas (p=0,04, OR=3,642) y (p=0,05, OR=2,725), respectivamente. El no
realizar desinfeccion en los lugares de establecimiento de los cabritos son un factor
de riesgo, al tener un dato estadisticamente significativo p=0,00 OR=2,000. Por el
contrario, la rotacion de potreros no presentan significancia estadistica
(p<0,05).Tabla 21
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Cryptosporidium spp

G. duodenalis

Rotacién Positivo  Negativo Positivo  Negativo
n % n % p O.R IC95% | n % n % p O.R IC95%
Si 1 10,0% 9 90,0% 0,64 1,079 0,11-994 | 3 30,0% 7 70,0% 0,28 2,044 0,47-8,83
7 93% 68 90,6% 13 17,3% 62 82,6%
No 5 416% 7 58,3% 0,00 0,000 0,000 5 416% 7 583% 0,00 0,000 0,000
0 0 0 0
Limpieza
n % n % p O.R IC95% | n % % p O.R IC95%
Semanal 1 10,060 9 90,0% 0,69 0,870 0,09-8,26 | 3 30,0% 70,0% 0,38 1,636 0,36-7,39
11,3% 47 88,6% 11 20,7% 42 79,2%
2,05- 1,25-
Mensual 5 416% 7 58,3% 0,01 15,000 10924 |5 416% 7 58,3% 0,03 7,142 40,79
1 455% 21 95,4% 2 9,09% 20 90,9%
Desecho de
excretas
n % n % p O.R IC95% | n % n % p O.R IC95%
Abono 6 272% 16 72,7% 0,04 3,642 111136 8 36,3% 14 63,6% 0,05 2,725 1,00-7,68
7 9,33% 68 90,7% 13 17,3% 62 82,6%
Desinfeccién
n % n % p O.R IC95% | n % n % p O.R IC95%
Si 1 10,0% 9 90,0% 0,64 1,079 0,11-9,94 | 3 30,0% 7 70,0% 0,28 2,044 0,47-8,83
7 9,33% 68 90,6% 13 17,3% 62 82,6%
No 5 416% 7 58,3% 0,00 2,000 0,00-305|5 416% 7 58,3% 0,00 2,000 0,00-3,05

*Prueba chi cuadrado (XZ), prueba exacta de Fisher, nivel de confianza 0,05

Tabla 21. Asociacion entre el manejo-cuidado y la presencia de Cryptosporidium spp y G.

duodenalis en cabras y ovejas.
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7. DISCUSION

La identificacion de Cryptosporidium spp y G. duodenalis se realizé por medio de la
prueba de Inmunofluorescencia Directa, que detecta antigenos de la pared celular
de los ooquistes-quistes de los respectivos protozoarios en muestras de materia
fecal. La presencia obtenida de Cryptosporidium spp en cabras fue del 27,2%, en
ovejas 9,33%. Para G. duodenalis la presencia en cabras fue del 36,3% y en ovejas
el 17,3%. Ademas se evidencio un 18,1 % (4 cabras) y 5,33% (4 ovejas) con
presencia mixta de ooquistes-quistes. Dichos resultados se acercan a valores de
presencia reportados en otras investigaciones alrededor del mundo: Olson M. et al,
(1997), reporto porcentajes de prevalencia de Cryptosporidium spp en corderos del
23% y Giardia 57% (69) en granjas canadienses donde ningun de los animales
presentaba diarrea, por lo tanto, en los animales con presencia de Giardia y
Cryptosporidium no necesariamente cursan con heces liquidas al momento de estar
infectados, en vista de que, pueden ser animales asintomaticos después tres
semanas de vida (70). Los 97 animales muestreados en el presente estudio solo el
1% present6 diarrea. Castro J et al, (2005), la prevalencia para Giardia fue del
38,0% en cabras y Cryptosporidium del 2.5% en el oeste de Francia (71). Delafosse
et al, (2003) prevalencia de Cryptosporidium en cabritos del 16,0% en Francia. (72).
Santin M. et al, (2007), la prevalencia de Cryptosporidium en corderos fue del
32,2%, para Giardia 6,45%, de la misma manera en el estudio se detectaron
infecciones mixtas en cuatro corderos en Maryland. (73). Castro J.H et al, (2007), la

deteccion de ooquistes-quistes de Cryptosporidium en cabras fue menor 7,7% y en
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ovejas 5,3%; con Giardia la presencia en cabras 19,8% y ovejas 19,2% en Galicia,

Noroeste de Espafia. (74).

En América, son pocos los estudios realizados en ovejas y cabras relacionados con
la prevalencia de Cryptosporidium y Giardia. Sin embargo, en Centroamérica en la
investigacion realizada por Romero et al, (2016), la presencia de Cryptosporidium en
cabras se evidencio con el 72,5% y en ovejas 67,5% en Veracruz, México (23).
Castro et al, (2017) en las muestras de materia fecal de corderos analizadas, la
presencia de ooquiste se represent6 con el 41,58% (76). Otero et al, (2011) quistes
de Giardia en ovejas fue del 11,3% en Republica Mexicana. Las diferencias entre
los resultados por cada estudio varian segun Baris et al, (2008) muy probablemente
por la edad y cantidad de los animales muestreados.(77). En Colombia no existen
investigaciones especialmente de Cryptosporidium en las ovejas y cabras, de
manera que, los resultados de este estudio no se pueden comparar dentro del

territorio nacional.

La infeccion por Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis ha estado relacionada
segun por varias investigaciones con un conjunto de factores predisponentes que
posiblemente aumenten la presencia de los protozoarios en cuestién; como lo son el
clima, fuente de agua, tipo de produccion, tipo de explotacién, sexo, manejo
sanitario, y condiciones de cria (23) (76) (77) (78). Por medio del respectivo analisis
bivariado de algunos de los posibles factores de riesgo que se llevd acabo por cada
granja, se observé: La edad no obtuvo un valor estadisticamente significativo al
presentarse en los rangos de edad de 1 a 4 meses valor p>0,05, tanto para la
presencia de Cryptosporidium y Giardia. (Tabla 16) Sin embargo, en las cabras la
edad con mayor presencia de ooquistes-quistes fue al 1 mes de vida 40,0%,
resultado que concuerda con el de Romero et al, (2016), en el cual, la mayor
prevalencia de Cryptosporidium fue al primer mes de edad (75). En cambio en las
ovejas la mayor prevalencia se evidencié a los tres meses 12,9%. Para Giardia en
cabras la mayor presencia ocurrié al cuarto mes de edad 50,0% y en ovejas a los
tres meses 22,5% el porcentaje de presencia en ovejas es mucho menor que en
cabras. Observandose una diferencia respecto a los datos por Baris et al, en el que
se observd mayor infeccién en los pequefios rumiantes con edad <7 dias. Son

diversos estudios que manifiestan la edad como un factor de riesgo, Majewska et al,
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(2000) comprobd6 que los corderos estan infectados con mayor frecuencia que los
adultos (78) y especialmente segun Xiao et al, (1993) a los primeros 5-10 dias de
edad (70).(79)

En cuanto, al factor de riesgo relacionado con el sexo, no se observd significancia
estadistica al observar valores de p>0,05 Tabla 17. Coincidiendo con el estudio de
Castro et al, la presencia de ooquistes-quistes segun el sexo no tuvo significado
estadistico (P>0,34). Al igual que en el estudio por Afriyie et al, (2017) con valores
de (p=0,727 IC 95%) y (p=0,724 IC 95%) para Cryptosporidium y Giardia,

respectivamente (70).

Respecto al clima, es una variable con significancia estadistica especialmente, el
clima calido (p=0,01 OR=15,000 IC 95%) para la presencia de Cryptosporidium
representandose con el 46,1%, para Giardia (p=0,03 OR=7,142 IC 95%) con el
50,6%, y precipitaciones de 220 mm en Abril y 119 mm en Diciembre de 2019 (80)
en Mesitas del caballero y San Antonio, respectivamente. Dichos resultados se
asemeja a otras investigaciones en las que el clima es un factor de riesgo para la
presencia de los dos protozoarios, tal como lo reporto Green et al, (2004), la
presencia de Cryptosporidium esta estrechamente relacionada con la temperatura
calida y meses lluviosos (p<0,001) y con precipitaciones mayores a 150 mm/mes,
55,4%, ya que, con precipitaciones menores a 100 mm la presencia de ooquistes-
guistes fue menor 17,3% en Sao Paulo, Brasil. (81). En el caso de la presencia
Giardia en el estudio por Mukbel et al, (2017), los quistes se encuentran tanto en
zonas calidas y templadas (82). Son escasos los estudios que comparan la
presencia de Cryptosporidium y Giardia al tiempo, por lo tanto, se limita la relacion

entre investigaciones. (75)(83)

El tipo de explotacion fue otro factor de riesgo con significancia estadistica en la
investigacion al obtener en el sistema intensivo p=0,04 OR=7,875 IC 95% para
Cryptosporidium p= 0,03 OR=5,714 IC 95% en Giardia. Tabla 19. La significancia
estadistica en los estudios es variable, por ejemplo, Castro et al, (2017) el tipo de
explotacion independiente si era extensivo 0 intensivo no se observd significancia
estadistica p<0,98 (67), Sin embargo, Sharma et al, (2015), la mayor susceptibilidad
de criptosporidiosis se dio en el sistema semi-intensivo p=0,04. (75). Geurden et al,
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(2008), indicaron que la criptosporidiosis y giardiasis son parasitosis comunes en
cabras y ovejas que pertenecen a los sistemas intensivos en Bélgica (21). La
presencia se puede dar en cualquiera de los dos sistemas, teniendo en cuenta que
las dosis de infeccibn por los ooquistes-quistes son minimas. (28)(76)
Independientemente si el propdsito o finalidad de los animales sea carne, leche o

lana en vista de que no tiene significancia estadistica.

En relacion con la fuente de agua no se presenta un valor estadisticamente
significativo frente a si el agua de bebida para los animales es municipal o de pozo
p>0,05. No obstante, se puede observar que se dio una mayor presencia de
ooquistes en los animales con disposicién de agua municipal 27,2% en cabras y
11,3 % en ovejas. De igual modo, ocurre con la presencia de quistes en el mismo
tipo de agua en cabras 36,3% y en ovejas 20,7%. Tabla 20. El agua es un factor
predisponente importante en la presencia de ooquistes-quistes puesto que esta es
una de las principales vias de transmision de Cryptosporidium spp y G. duodenalis.
(57) (84). En el estudio realizado por Herndndez et al, (2012) la presencia de
Cryptosporidium fue 6,6 veces mayor con el agua de pozo. (58) por lo tanto, el
tratamiento eficaz del agua de bebida es un factor critico para evitar la propagacion
de los protozoarios (85). Segun Olson et al, (1999) los ooquiste-quiste se mantienen
infectantes por un largo periodo en agua fria (86), datos que concuerdan con Ramo
et al, (2017), en el que, identificaron Cryptosporidium en un 55% y Giardia 70% en
plantas de agua potable; tasas que se vieron aumentadas en la época de invierno

en el Noreste de Espaiia.(87)

En el estudio se observd que el realizar una limpieza semanal en los
establecimientos de los animales es un factor protector frente a la presencia de
ooquistes-quistes al tener un OR<1. Al realizarse mensualmente se observa una
asociacion entre la variable y la presencia de ooquistes-quistes OR=15,000 y 7,142,
respectivamente. Mohammed et al, (1999), la limpieza diaria 0 hasta semanal se
asocia de manera drastica en la mitigacibn del riesgo de infeccidon por
Cryptosporidium.(48). Hernandez et al, las excretas usadas como abono
incrementan la presencia de ooquistes-quistes OR=1,14 de Cryptosporidium y
Giardia. Dato que coincide con el presente estudio al observar asociacion OR=3,642

y 2,725, Tabla 21. No realizar desinfeccién en las granjas es un factor de riesgo
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significativo OR=2,000 resultado que se acerca al de Maddox et al, (2006), hay una
mayor asociacion de Cryptosporidium al no realizar desinfeccion OR=1,65, contrario

a lo que pasa con la presencia de Giardia OR=0,96.(88)

La criptosporidiosis y giardiasis causa en los pequefios rumiantes enteritis
especialmente neonatal (75), por lo tanto, los corderos y cabritos de dias de nacido
son los que padecen de forma grave la infeccion por Giardia, debido a que, este
protozoario puede generar un grave sindrome de malabsorcién, acompafiado de
mala condicion corporal y deshidratacion leve como lo describe Aloisio et al, (2006)
lo que con lleva a pérdidas econdémicas importantes en la crianza de los animales
(30). Al igual Cryptosporidium se ha visto asociado con sintomatologia relacionada
con diarrea, pérdida de peso y mortalidad (21). Las implicaciones que con llevan la
presencia de ooquistes-quistes en los animales ademas de tener importancia
socioeconOmica, cabe la posibilidad de que estos puedan ser posibles
diseminadores de ensamblajes y especies zoonoticas. (21)(89). En pequefios
rumiantes, segun diversas investigaciones C. parvum, C. xiaoi, C. ubiquitum, C.
andersoni y C. Fayeri son las especies que hasta por el momento se han llegado a
detectar en ovinos/ caprinos.(7)(9)(10)(11)(14) Existe especial interés con C.parvum
y C. ubiquitum por la presencia en humanos. (11)(12). En G. duodenalis segun
Zhang et al, identificaron en ovejas el ensamblaje A en un 13,8%, el ensamblaje B
en 6,9% y el ensamblaje E 79,3% (30). El ensamblaje E, es predominante tanto en
ovejas y cabras, y los ensamblajes A y B infectan una variedad de animales,

incluyendo el humano.(73)

De las pruebas empleadas para el diagnostico y deteccion de Cryptosporidium y
Giardia, la inmunofluorescencia directa, segun Shams et al, (2016) tiene la ventaja
gue provee un analisis definitivo y dispone de mayor sensibilidad (99,8 al 100%) que
los frotis tradicionales.(63)

La informacién sobre la presencia de Giardia y Cryptosporidium involucra en gran
medida los animales de produccion, principalmente el ganado bovino pero en menor
proporcidn en pequefios rumiantes y cerdos, (90). Motivo por el cual, se lleva a cabo
el estudio, en el que los resultados demuestran que, en un municipio de Boyaca y

tres municipios de Cundinamarca, existe presencia de Cryptosporidium spp y G.
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duodenalis en los pequefios rumiantes. Lo que con lleva a que, se requieran
mayores investigaciones en diferentes regiones del pais y asi conocer con mayor

profundidad la epidemiologia de criptosporidiosis y giardiasis en las ovejas y cabras.

8. CONCLUSIONES

Se identificd la presencia de ooquistes-quistes de Cryptosporidium spp y Giardia
duodenalis en los pequefios rumiantes, en cuatro granjas de diferentes municipios

de Colombia (Mosquera, Paipa, Anolaima y Arbeléaez).

Los factores de riesgo asociados a la presencia de Cryptosporidium y Giardia
fueron: el clima calido (OR=15,000; IC 95% 2,05-109,24) para Cryptosporidium
(OR=7,142; IC 95% 1,25-40,79) Giardia. Donde las altitudes se encontraban en el
rango de 1,579 — 1,382 m.s.n.m. El tipo de produccién intensivo (OR= 7,875; IC 95%
1,08-57,34) y (OR= 5,714; IC 95% 1,15-28,33) para Cryptosporidium y Giardia,
respectivamente. La limpieza mensual de los establecimientos (OR=15,000; IC 95%
2,05-129,4) para la presencia de ooquistes, (OR=7,142 IC 95% 1,25-40,79) para
quistes. Y el desecho de excretas como abono (OR=3,642; IC 95% 1,12-11,76)
(OR=2,725; IC 95% 1,00-7,68)

Por otro lado, la edad (p>0,05) y el sexo; hembras (p= 0,136 OR=3,166) y machos

(p=0,154 OR=5,166) para Cryptosporidium. Machos (p=0,409 OR=1,928) y en

hembras (p=0,069 OR=3,600) para Giardia. No fueron factores asociados.
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Debe prestarse mayor atencidon a los factores asociados con la presencia de
ooquistes-quistes en los sistemas de produccion de pequefios rumiantes, para
mejorar las condiciones higiénico-sanitarias y evitar posibles pérdidas econémicas,
en una explotacion que con el tiempo ha adquirido mayor importancia en el sector

agropecuario colombiano.

9. RECOMENDACIONES

Dar a conocer a los duefios de la granjas con produccion de ovejas y cabras, los
factores que pueden aumentar la infeccién por Cryptosporidium y Giardia, ademas,
de las complicaciones en salud y disminucion en la produccion, cuando existe la

presencia de alguno o ambos protozoarios.

Que las autoridades competentes del seguimiento y monitoreo sanitario de bienestar
animal, realicen estudios con mayor poblacion ovina-caprina en diferentes
departamentos para esclarecer la situacion epidemiolégica de criptosporidiosis y

giardiasis en los pequefios rumiantes.

La prevencion y control de protozoarios como eje fundamental para evitar y/o mitigar
infeccion, debido a la inexistencia de tratamientos eficaces contra los mismos. Por
tal motivo, es recomendable seguir medidas de prevencion del Instituto Nacional de

Salud, tales como:

e Cosumo de agua tratada por medio del mecanismo por filtracion de alta

calidad
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Agua de consumo debe ser hervida a 65°C durante 10 minutos y asi eliminar
los ooquistes/quistes.

Higiene personal y buenas practicas de higiene (lavado de manos frecuente)
Saneamiento ambiental (Manejo del agua y excretas)

Adecuado lavado de frutas y vegetales

Con respecto al manejo de los animales:

Es recomendable:

Limpieza y desinfeccion de todas las instalaciones establecimientos
Adecuada nutricién de animales

Impedir alojamiento en un mismo corral con diferentes grupos etarios
Impedir el alojamiento de varias especies en un corral

Aislamiento de los animales sanos de los enfermos

Tratamiento del agua de bebida

Adecuado manejo de excretas
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ANEXOS

Anexo 1. Registro de fincas

REGISTRO DE FINCAS
2019

Formato para determinar los factores de riesgo de la
presencia de Cryptosporidium spp y Giardia duodenalis en
ovino-caprinos en el area de muestreo.

N° de Ovino o caprinos muestreados:

Lugar de lafinca

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Fecha de diligenciamiento:

Facultad de Ciencias de la Salud Vereda:
Bacteriologia y Laboratorio Clinico
Enfasis en Diagnéstico Clinico Veterinario Caracteristicas de la finca

¢Cuadl es el habitat de los ovinos o caprinos? : libres
establos rediles
Raza de ovino Raza
caprino
Cruce de especies. SI___ NO___

¢ Entre que especies?:

¢Realiza rotacion de potreros? Sl NO
frecuencias o periodo:

Tipo de produccion: carne leche Mixta, Lana
Tipo de explotacion: Intensiva Extensiva

Zona inundable: SI NO

Técnico Otro

,Quién realiza la Asistencia médica?: Profesional

Manejo y cuidado de los animales

El Agua es de: pozo municipal estanque ¢Le realiza tratamiento al agua? Sl
NO
,Cual? :
Tipo de alimento:  leche leche sustituta concentrado forraje pasto
Mixta
Numero de corderos o cabritos por rebafio:
¢ Existen otros tipos de animales en la finca? Sl NO
Especie Numero Entre que edades
Bovinos
Porcinos
Equinos
Aves
Caninos y felinos
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Otro. Cual?

Limpieza del &rea de corderos o cabritos: semanal Quincenal Mensual
Realiza desinfeccion?: Sl ¢ Qué desinfectante o desinfectantes utiliza?:
NO °

o
Desecho de excretas Pozo Abono Otro ¢ Cual?
Desparasitacion ¢Cada cuanto?

Al observar presencia de parasitos macroscopicos
Cada tres meses
Cada seis meses

Presencia de corderos o cabritos diarreicos Sl NO

Presencia de otros sintomas, ¢ cuales?

Anexo 2. Muestras en frascos de tapa rosca debidamente rotulados y refrigerados
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Anexo 4. Filtracién de la mezcla resultante del paso anterior por embudo y gasa.

-

Anexo 5. Liquido del paso anterior se coloca por triplicado en los tubos Falcon y se

completan con agua destilada.

Anexo 6. Tubos que después de salir de la centrifuga se les ha descartado el
sobrenadante para obtener sélo el pellet y mezclarlo con la soluciéon azucarada de
Sheather.
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Anexo 7. Después de centrifugar los tubos con la Soluciéon azucarada, se obtienen

4ml del sobrenadante para posteriormente colocarlo en nuevos tubos Falcon que

van a contener 10 ml de agua destilada.

Anexo 9. Tubos Eppendorf con las respectivas alicuotas de cada muestra
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Anexo 10. Proceso de la Inmunofluorescencia Directa

Camara himeda cubierta
con papel aluminio

NE- ' Colocar aceite de Lavar laminas con
montaje solucion de lavado
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