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MADRES POSITIVAS A Cryptosporidium parvum COMO FACTOR DE
RIESGO PARA LAPRESENTACION DEL PATOGENO EN CRIAS DE
ALPACAS CON DIARREA

MoTHERS PosiTIVE To CRYPTOSPORIDIUM PARVUM As A RiIsk FACTOR FOR THE
PrEsSeNCE oF THE PATHOGEN IN NEwBORN ALPACAS WITH DIARRHEA

R?2 Vladimir Aguilar J.!, Armando Gonzalez Z.2, Teresa Lépez-Urbina**, Rosa Pera-
les-Camacho®, Eloy Gonzalez-Gustavson?, Carlos Angulo J.2, Luis Gomez P.2

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la presencia de Cryptosporidium
parvum en las madres constituye un factor de riesgo para la presentacién del patégeno
en las crias de alpacas. Se trabaj6 con 698 alpacas y sus crias menores de 30 dias de edad,
entre enero y marzo de 2007, en las localidades de la Raya, Choquecota, Chillihua,
Marangani y Silli, provincia de Canchis, departamento del Cusco, Peru. El diagndstico de
Cryptosporidium se realizé en muestras de heces tomadas del recto y analizadas al
microscopio empleando la tincion de Ziehl-Neelsen Modificado. Los anélisis de riesgo se
realizaron mediante una regresion logistica. Se encontré que una cria con madre positiva
a C. parvum tiene 2.1 veces mas riesgo de infectarse con el parasito que una cria con
madre negativa a este patoégeno (p<0.05); asimismo, las variables sexo y presencia de
diarrea no fueron significativas, en tanto que la variable lugar de crianza fue un factor de
proteccion (p<0.009) para las crias pertenecientes a las comunidades en relacion a las
crias en granjas experimentales.

Palabras clave: alpaca, Cryptosporidium spp, Ziehl-Neelsen modificada, factor de riesgo

ABSTRACT

The aim of the study was to establish whether the presence of Cryptosporidium
parvum in the dam is a risk factor for the presentation of the pathogen in the baby alpaca.
The study included 698 alpaca dams and their offspring less than 30 days of age. The
sampling took place from Januarytill March 2007 in the localities of La Raya, Choquecota,
Chillihua, Marangani and Silli in Canchis province, Cusco, Peru. Fecal samples were
collected from the rectum, processed using the Modified Ziehl-Neelsen stain and observed
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by microscopy. Risk analysis was done through logistic regressions. Results showed
that a baby alpaca born from a positive dam to C. parvum was 2.1 times more likely to get
infected with the parasite as compared with others born from a negative dam (p<0.05).
Likewise, sex and presence of diarrhea were not significant, whereas place of breeding
showed to be a protection factor for newborns in peasant communities as compared to

those born in experimental station farms.

Key words: alpaca, Cryptosporidium spp, modified Ziehl-Neelsen stain, risk factor

INTRODUCCION

La crianza de camélidos sudamericanos
constituye una de las actividades mas impor-
tantes de generacion de recursos para un gran
sector de la poblacion altoandina del pais. Los
departamentos de Puno, Cusco y Arequipa
son los mayores productores de alpacas, con
el 55, 15 y 10%, respectivamente (FAO,
2005).

La produccion de cameélidos se ve se-
riamente afectada por diversas enfermeda-
des de origen parasitario, bacteriano y viral.
Dentro de ellas, las entidades etiologicas que
participan en la presentacion del sindrome
diarreico neonatal de la alpaca tienen gran
importancia. Entre ellas se encuentran
rotavirus, coronavirus, Escherichia coli
enteropatdgena, Clostridium perfringens,
Eimeria y Cryptosporidium parvum. En este
sentido, se ha demostrado que el
Cryptosporidium spp puede afectar a las
alpacas jovenes, produciendo una alta
morbilidad y mortalidad, tal como ocurre en
corderos y cabritos, donde la infeccién es mas
frecuente entre los 4 a 15 dias de edad, pro-
duciendo cuadros diarreicos (Angus, 1990;
Céarmenes et al., 1993).

Diversos estudios han ayudado a encon-
trar el papel que tiene el Cryptosporidium en
el complejo entérico neonatal de los rumian-
tes domésticos. En este contexto, se ha podi-
do determinar su intervencion como agente
principal o secundario en las presentaciones
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de enfermedades diarreicas, principalmente
en neonatos. El objetivo del presente trabajo
fue determinar si las madres que son diag-
nosticadas positivas a Cryptosporidium repre-
sentan un factor de riesgo para la presenta-
cion de este germen y ocurrencia de diarrea
en sus crias.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Se trabajo con animales de cinco locali-
dades de la provincia de Canchis, departa-
mento de Cusco, Per, ubicadas sobre los
4300 msnm. Estas fueron La Raya,
Choquecota, Chillihua, Marangani y Silli. En
Chillihua se muestrearon los sectores Chiaraje
y Piti, y en La Raya los sectores La Raya
IVITA(UNMSM) y la Raya UNSAAC (Uni-
versidad Nacional de San Antonio de Abad).
El periodo de muestreo correspondio a la tem-
porada de paricion de alpacas, entre enero y
marzo de 2007. Los animales estaban en un
sistema de crianza al pastoreo, alimentados
con pasto natural y en algunos casos con pas-
to cultivado.

Las muestras se procesaron en la Esta-
cion Experimental del Centro de Investiga-
cion IVITA-Marangani, provincia de Canchis,
Cusco y se analizaron en el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, Lima.
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Cuadro 1. Presencia de heces diarreicas y
diagnéstico de Cryptosporidium parvum
en crias de alpacas de la provincia de
Canchis

Cryptosporidium spp

Diarrea 5 —
Negativos Positivos

Ausencia 399 27

Presencia 260 12

Total 659 39

Disefio del Estudio

Se disefi6 un estudio Caso-Control, don-
de la presencia de Cryptosporidium en la al-
paca madre se evalu6 como factor de riesgo
de presencia de Cryptosporidium en la cria.
Se consider6 que las crias con diarrea repre-
sentaban casos y que las crias sin diarrea
representaban controles. En este contexto,
se recolectaron muestras de heces de
alpacas, tanto de madres como de sus res-
pectivas crias (hembras y machos), las cua-
les tenian menos de 30 dias de edad. El diag-
néstico de diarrea fue hecho por un Médico
\eterinario y la edad fue proporcionada por
el pastor de la punta o rebafio.

Tamarno Muestral

El calculo del tamafio muestral (n=163)
se realizd para estudios de caso control no
pareado (Rothman y Greenland, 1998), con
un nivel de confianza del 95%, una potencia
del 80%, y una proporcion esperada de ex-
posicion entre los controles de 14% (Foroca
et al., 2001). Debido a la disponibilidad de
animales, se colectaron muestras fecales de
698 madres y 698 crias. Se registro la pre-
sencia de heces diarreicas tanto en la madre
comoen la cria, el sexo de la cria y la localidad.

Manejo de las Muestras
Las heces se recolectaron directamen-

te del recto con el uso de bolsas plasticas
rotuladas. Las heces, segln su consistencia,

242

se clasificaron en diarreicas (liquidas y pas-
tosas) y en normales. Las muestras se fija-
ron, dentro de las 24 horas de su colecta, so-
bre laminas portaobjetos, con metanol abso-
luto durante 5 minutos en un vaso kopling, y
luego se dejaron secar al ambiente.

Las laminas fijadas fueron tefiidas em-
pleando la tincion de Ziehl-Neelsen Modifi-
cada (Henricksen y Pohlenz, 1981). Se con-
sideraron positivas al observar la presencia
de al menos un ooquiste de Cryptosporidium.
Estos se observan como organismos esféri-
cos u ovalados de 4-6 pm de didmetro (Mufioz
et al., 1993; Fayer et al., 2000), de color rojo
fucsia con algunas granulaciones oscuras en
su interior, que contrastan con un fondo ver-
de (Henricksen y Pohlenz, 1981; Casemore
etal., 1985).

Andlisis de Datos

La presencia de Criptosporidium como
factor de riesgo para la presencia de
Cryptosporidium en crias de alpaca se eva-
lué calculando la razon de riesgos (odds ratio),
empleando una regresion logistica maltiple con
el paquete estadistico STATA 10.0°. Del mis-
mo modo, la presencia de Crytosporidium
spp en la madre y variables potencialmente
confundentes como edad, sexo, raza y el lu-
gar de crianza de las alpacas en la presencia
de diarrea se evaluaron empleando una re-
gresion logistica multiple. Las razones de ries-
go se calcularon con intervalos de confianza
del 95%.

REsuLTADOS

El 34% (239/698) de las madres fueron
positivas a la presencia de Cryptosporidium.
Asimismo, se observo diarrea en 88 madres
(13%), pero solo 8 de ellas presentaban
ooquistes de Cryptosporidium en las heces.

Se observo diarrea en 272 crias (39%),

diagnosticandose Cryptosporidium en 12 de
ellas; en tanto que se tuvo 27 crias sin dia-
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Cuadro 2. Diagnéstico de Cryptosporidium parvum por comunidad en alpacas de la
provincia de Canchis

i Total de Positivas en madres Positivas en crias
Localidad muestras N % N %
Choquecota 255 190 74.5 27 106
UNSAAC (Viscanchi) 125 0 0 3 2.4
UNSAAC (Yanamayo) 90 18 20.0 4 4.4
Chillihua (Chiaraje) 85 1 1.2 0 0
Chillihua (Piti) 45 7 15.6 0
Silli 42 20 47.6 0
IVITA (La Raya) 40 2 5.0 5 125
IVITA (Fundo) 16 1 6.3 0
Total 698 239 34.2 39 5.6

Cuadro 3. Relacién entre el diagnéstico de Cryptosporidium parvum en alpacas madres y
crias en la provincia de Canchis

Presencia de Cryptosporidium spp en la madre

Resultado - —
Negativo Positivo Total
Presencia de Negativo 442 (96%) 217 (91%) 659 (94%)
Cryptosporidium .
spp en la cria Positivo 17 (4%) 22 (9%) 39 (6%)
Total 459 (100%) 239 (100%) 698 (100%)

Cuadro 4. Anélisis de riesgo (Odds Ratio) en relacion al diagnéstico de Cryptosporidium
parvum en crias de alpaca mediante el modelo de regresion logistica

Diagnostico en la cria OR IC menor IC mayor Valor de p
Diagnéstico en madres 2.0981 1.0292 4.2773 0.041
Diarrea en madres 1.5008 0.4233 5.3206 0.53
Sexo en crias 0.5608 0.2694 1.1673 0.122
Lugar 0.229 0.0763 0.6876 0.009
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rrea pero positivas a Cryptosporidium. En
total, el 6% (39/698) de las crias fueron posi-
tivas (Cuadro 1).

La frecuencia de Cryptosporidiumen las
madres y crias, segun las comunidades, se
muestra en el Cuadro 2. La frecuencia de
ocurrencia fue muy variable en las madres
(desde 0 en UNSAAC-Viscanchi a 74.5%
en Choquecota), mientras que en cuatro co-
munidades no hubo muestras positivas en
crias (Cuadro 2). El sexo sélo se pudo regis-
trar en 573 crias (350 hembras y 223 ma-
chos), y el analisis de las muestras demostrd
que el 6.6% de las hembras y el 5.8% de los
machos fue positivo a este patégeno.

Al relacionar los diagndsticos de las
madres con sus respectivas crias se obtuvo
solamente el 9% de madres positivas con crias
positivas (Cuadro 3). Los resultados de la
regresion logistica para determinar el riesgo
de que una madre diagnosticada positiva a
Cryptosporidium tenga una cria en seme-
jantes condiciones se observa en el Cuadro 4.

Los trabajos epidemiolégicos realizados
en la década del 90 determinaron la preva-
lencia de la criptosporidiosis en alpacas
neonatas (LOpez et al., 2009) y el papel de
este patégeno como factor de riesgo en la
presentacion de diarreas en estas crias
(Lopez, 1997). Asi mismo, los trabajos de
Caso-Control confirmaron que el Cryptos-
poridium es un factor de riesgo para su pre-
sentacion (Molina et al, 2009; Villacorta et
al., 2009). Sin embargo, queda por determi-
nar las fuentes de infeccién y su papel como
factores de riesgo para la presentacion de la
criptosporidiosis en alpacas neonatas.

Comprender la epidemiologia de la en-
fermedad era y es crucial para proponer
medidas de control adecuadas. En el caso de
las alpacas, las fuentes de infeccion podrian
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ser otras especies domésticas, roedores,
felinos silvestres e incluso el hombre (Fayer
y Ungar, 1986; Mtambo et al., 1991). Tam-
poco se podria descartar que otras alpacas
adultas mantuviesen la infeccion de afio a
afio, como se describi6 en otras especies do-
mésticas (Ortega-Mora y Wright, 1994).

Al analizar los datos de las madres y de
las crias mediante una regresion logistica se
obtuvo un OR de 2.098, lo cual permite infe-
rir que una cria con madre positiva a
Cryptosporidium spp tiene dos veces mas
riesgo de infectarse con el parasito que una
cria con madre negativa (p<0.05). Existen dos
disefios epidemioldgicos para medir factores
de riesgo de enfermedad, el de cohortes, que
mide directamente el riesgo relativo en fun-
cion a las incidencias y el de caso control,
gue no calcula incidencias sino mide en base
a la razén de riesgos (Odds ratio) entre po-
blaciones con y sin el factor de riesgo. En
este caso, se empled el disefio de caso con-
trol y se calcul6 que por cada alpaca con dia-
rrea nacida de madre con diagndstico negati-
vo a Cryptosporidium habria 2.098 alpacas
que tendrian diarrea nacidas de madres con
diagndstico positivo a Cryptosporidium. La
probabilidad de observar esta razén de ries-
gos debido al azar es menor a 0.05. Esta ra-
z0n de riesgos para Cryptosporidium y dia-
rrea de alpacas neonatas ha sido descrita con
anterioridad para alpacas de Per( (Lopez,
1997).

El presente estudio confirma que uno
de los posibles factores de riesgo para la pre-
sentacion de Cryptosporidium spp en las
crias es la presencia de Cryptosporidium spp
en la madre. Diversas variables confundentes
fueron analizadas como presencia de diarrea
en las madres, el sexo de la cria y el lugar de
crianza, pero ninguno de ellos afect6 el resul-
tado.

Este resultado podria deberse a la per-
manencia de la madre con la cria. Estudios
de criptosporidiosis en bovinos indican que
los terneros que permanecen con sus madres
por un tiempo mayor a una hora tienen mas
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probabilidades de presentar diarrea y mayor
cantidad de ooquistes de Cryptosporidium
spp que aquellos que fueron separados de sus
madres una hora después del parto (Trotz-
Williams et al., 2007). Una posibilidad adi-
cional es la falla en la transferencia de
anticuerpos calostrales, ya que se ha demos-
trado que terneros infectados con
Cryptosporidium spp eliminan ooquistes
cuando las concentraciones séricas de gama-
globulina estan bajas, lo que a su vez podria
indicar que el paréasito es un patégeno opor-
tunista (L6pez et al., 1988).

En la alpaca no ocurre el paso de
anticuerpos transplacentarios debido al tipo
de placentacion epitelio-corial de modo que
las inmunoglobulinas maternas se transfieren
al neonato por medio del calostro (Steven et
al., 1980). Se sabe que la concentracion de
proteina total en el suero es similar y cons-
tante en la alpaca gestante y no gestante (6.9-
7.0 g/100 ml) (Vallenas, 1958), y que en la
llama, la concentracion de proteina total en el
calostro hasta las 96 horas del parto es el
doble del contenido en la leche (Ramirez et
al., 1981). Las crias neonatas presentan una
baja concentracion de proteina sérica (6.4 g/
100 ml), que disminuye durante las 2 prime-
ras semanas de edad (5.7 g/100 ml), para
aumentar en forma progresiva con la edad
(Ramirez et al., 1981). Garmendia y McGuire
(1987) demostraron que las crias nacen vir-
tualmente agamaglobulinémicas con 0.3 + 0.1
mg/ml, donde la concentracién de IgG se
incrementa en forma lineal durante las 24
horas después del nacimiento, llegando a 30.0
mg/ml, y la IgM alcanza un valor de 4.2 mg/ml,
para decaer a la mitad de su valor en los dias
siguientes.

En ovinos, el nimero de ooquistes eli-
minado por los adultos es mayor durante las
primeras semanas del periodo post-parto,
debido a la inmunosupresiéon que las hace
susceptibles a reiniciar el ciclo endégeno del
Cryptosporidium, aumentando el riesgo de
infeccion en las crias (Ortega-Mora 'y Wright,
1994). La diarrea en estos casos puede 0 no
estar presente, como ocurre en las personas
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(Carvalho-Almeida et al., 2006), y el incre-
mento de casos puede estar influenciado por
el mayor nimero de nacimientos y el hacina-
miento de los animales (Ortega-Mora et al.,
1999). Esto se confirmd en el estudio donde
la presencia de madres con diarrea no fue un
factor de riesgo ni de proteccion para la pre-
sencia de Cryptosporidium spp en las crias.
La ocurrencia de diarrea no siempre se aso-
cia con criptosporidiosis en animales adultos
y, mas bien, la diarrea estd asociada a otros
agentes tales como parasitos, bacterias, y vi-
rus (Ramirez, 1991). No obstante, a pesar
que hay infecciones concurrentes con otros
enteropatogenos, asi como el efecto de los
factores ambientales, de manejo y
nutricionales, varios autores coinciden en la
importancia que tiene el Cryptosporidium
Spp como patégeno primario causante de dia-
rrea aguda (Moore y Zeman, 1991).

El sexo no fue un factor de riesgo ni de
proteccién para la presentacion de
Cryptosporidium spp, lo cual corrobora tra-
bajos previos que sefialan que la diarrea
neonatal no tiene predileccién por sexo algu-
no (Caman, 1996; Tribefio, 1997). El analisis
con respecto al lugar mostré que el lugar de
crianza es un factor de proteccion (p<0.009)
para las crias pertenecientes a las comunida-
des en relacion a las crias de las granjas de
las universidades. Esto es posible debido a
que los animales en las granjas experimenta-
les se encuentran usualmente en mayor nu-
mero por unidad de &rea de pastura, en tanto
que las comunidades poseen grandes exten-
siones de terreno y, por lo tanto, se reduce el
contacto entre los animales, disminuyendo el
riesgo de infeccion (Garber et al., 1994;
Mohammed et al., 1999). EI hacinamiento
ayuda a la diseminacion de la enfermedad,
ya que las alpacas adultas actuarian como
portadores asintomaticos (Lopez, 1997; Or-
tega-Mora et al., 1999; Acha y Szyfres,
2003).

La presencia de Cryptosporidium
parvum en la alpaca madre es uno de los

245



V. Aguilar et al.

factores de riesgo para la presentacion del
patdgeno en sus respectivas crias, mas no
asi la presencia de diarrea en las madres o el
sexo de la cria.
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