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GLOSARIO 

MORBILIDAD: estudio de una enfermedad en una población, en el sentido de la 

proporción de personas que se enferman en un sitio y tiempo determinado.  

MORTALIDAD: tasa de muertes, tasa de mortalidad o el número de defunciones en 

cierto grupo de personas en determinado período.  

PREVALENCIA: medida del número total de personas en un grupo específico que 

tienen (o tuvieron) cierta enfermedad, afección o factor de riesgo en un momento 

específico o durante un período determinado.  

INCIDENCIA: Es la cantidad de casos nuevos de una enfermedad, un síntoma, muerte 

o lesión que se presenta durante un período de tiempo específico. La incidencia 

muestra la probabilidad de que una persona de una cierta población resulte afectada 

por dicha enfermedad.  

ZOONOSIS: enfermedad infecciosa que ha pasado de un animal a humanos. Los 

patógenos zoonóticos pueden ser bacterias, virus, parásitos o agentes no 

convencionales y propagarse a los humanos por contacto directo o a través de los 

alimentos, el agua o el medio ambiente.  

ANTROPONOSIS: enfermedad infecciosa que ha pasado exclusivamente de humanos 

a humanos, originándose en este como reservorio principal.  C. hominis, representa un 

ejemplo clásico de antroponosis 

HOSPEDERO: organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre sí, ya 

sea en una simbiosis de parasitismo, comensalismo o mutualismo.  
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RESUMEN 

El Cryptosporidium es un protozoo intestinal que infecta a humanos y animales. En la 

última década, ha emergido como causa principal de enfermedad diarreica afectando en 

su mayoría infantes y pacientes inmunosuprimidos. A nivel mundial se reportaron en el 

2019, 133.422 muertes y ~8,2 en DALYs. Es endémico de países de Latinoamérica y el 

Caribe, donde las condiciones socioeconómicas y ambientales favorecen su 

propagación. En Colombia, su frecuencia oscila entre el 0 y el 24,5 %, aunque con alta 

variabilidad, se ha reportado en diversas poblaciones vulnerables, incluyendo niños, 

gestantes, comunidades rurales y urbanas, así como en adultos jóvenes universitarios.  

Además, C. parvum y C. hominis se han reportado con frecuencia en brotes transmitidos 

por alimentos y agua en todo el mundo, afectando a la población general. La 

criptosporidiosis no se diagnostica comúnmente, no existe vacuna y su tratamiento es 

incierto, por lo que su control se basa en estrategias del tipo “Una sola salud”. En un 

estudio previo, se encontró una alta prevalencia de Cryptosporidium (24,5 %) entre 

portadores asintomáticos y sus mascotas. Para comprender el potencial de virulencia y 

los patrones de transmisión de la infección, el objetivo de este estudio fue identificar las 

especies y subtipos de Cryptosporidium en las muestras de materia fecal obtenidas de 

una población universitaria, sus mascotas, potenciales vegetales de consumo y bovinos 

de fincas aledañas a Cali. Para ello, se extrajo ADN de muestras positivas de las diversas 

fuentes. Los humanos y las mascotas dieron positivo solo por PCR, mientras que el 

ganado y los vegetales dieron positivo tanto por microscopía como por PCR. La 

identificación y genotipificación de las especies de Cryptosporidium se realizó mediante 

PCR anidada dirigida a los genes 18S rRNA y gp60, respectivamente. Las secuencias 

obtenidas por el método de Sanger se analizaron con CryptoGenotyper 1.5. Se realizaron 

árboles filogenéticos (máxima verosimilitud), así como análisis de diversidad genética y 

haplotipos, incluyendo la construcción de una red TCS (parsimonia estadística). Se 

identificaron sesenta y un aislados (61/96): 60 de C. parvum y uno de C. bovis. Se logró 

la subtipificación de quince aislados (25%) de C. parvum, incluyendo 10 de terneros 

(IIaA17G2R1), 3 de humanos (2 IIaA17G2R1, 1 IIaA16G2R1) y 2 de vegetales crudos (1 

IIaA17G2R1, 1 IIaA12R1). El análisis filogenético del gen 18S rRNA evidenció una alta 
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conservación genética, sin una diferenciación clara según el origen del hospedero y la 

red de haplotipos basada en este marcador mostró un haplotipo central compartido por 

muestras de diferentes fuentes. Por su parte, el gen gp60 mostró una alta homología 

entre las secuencias de este estudio que compartían un mismo subtipo, lo que sugiere la 

circulación de una misma cepa o de cepas estrechamente relacionadas y un potencial 

riesgo de transmisión. Esta es la primera detección del subtipo IIaA17G2R1 de gp60 en 

Colombia y una nueva variante IIaA12, ampliando la diversidad conocida de C. parvum. 

PALABRAS CLAVE: Cryptosporidium parvum; gp60; 18S rRNA; subtipificación 

molecular; una sola salud; rutas de transmisión  

  



xviii 
 

SUMMARY 

Cryptosporidium is an intestinal protozoan that infects humans and animals. Over the past 

decade, it has emerged as a leading cause of diarrhea, primarily affecting infants and 

immunocompromised patients. In 2019, it caused 133,422 deaths and approximately 8.2 

million DALYs worldwide. It is endemic in Latin America and the Caribbean, where 

socioeconomic and environmental conditions favor its spread. In Colombia, its frequency 

ranges from 0% to 24.5% although with high variability. It has been reported across 

diverse vulnerable populations—including children, pregnant women, rural and urban 

communities, and even young university students. Globally, C. parvum and C. 

hominis have been frequently related to food- and waterborne outbreaks affecting the 

general population. Cryptosporidiosis diagnosis is not routine, there is no approved 

vaccine, and treatment remains uncertain; therefore, its control relies on "One Health" 

strategies. In a previous study, a high prevalence of Cryptosporidium (24.5%) was found 

among asymptomatic carriers and their pets. Thus, this study aimed to 

identify Cryptosporidium species and subtypes in fecal samples from university students, 

their pets, consumed vegetables, and cattle from farms near Cali, to understand virulent 

potential and transmission patterns of infection. To do this, DNA was extracted from 

positive samples from the sources. Humans and pets tested positive only by PCR, while 

cattle and crops tested positive by both microscopy and PCR. Cryptosporidium species 

identification and genotyping were performed using nested PCR targeting the 18S rRNA 

and gp60 genes, respectively. Sequences obtained by the Sanger method were analyzed 

using CryptoGenotyper 1.5. Phylogenetic trees (maximum likelihood) were constructed, 

along with genetic diversity and haplotype analyses, including a TCS (statistical 

parsimony) network. Sixty-one isolates (61/96) were successfully identified: 60 from C. 

parvum and one from C. bovis. Subtyping was achieved for fifteen isolates (25%) of C. 

parvum, including 10 from calves (IIaA17G2R1), 3 from humans (2 IIaA17G2R1, 1 

IIaA16G2R1), and 2 from raw vegetables (1 IIaA17G2R1, 1 IIaA12R1). Phylogenetic 

analysis of the 18S rRNA gene revealed high genetic conservation, with no clear 

differentiation by host. The haplotype network based on 18S rRNA showed a central 

haplotype shared by samples from different sources. The gp60 gene showed high 

homology among the sequences that shared the same subtype, suggesting the circulation 

of a single strain or closely related strains and a potential risk of transmission. This is the 

first detection of the gp60 subtype IIaA17G2R1 in Colombia and a new variant, IIaA12, 

expanding the known diversity of C. parvum. 

KEYWORDS: Cryptosporidium parvum; gp60; 18S rRNA; molecular subtyping; One 

Health; transmission routes.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Las infecciones intestinales son la causa más frecuente de diarrea a nivel mundial, las 

cuales pueden ocasionar complicaciones y hospitalizaciones. La etiología de la diarrea 

incluye un amplio rango de virus, bacterias, helmintos y protozoarios, los cuales se 

transmiten por contaminación fecal de agua y alimentos (1). Particularmente, los protozoos 

y geohelmintos son altamente prevalentes en países de bajo y mediano ingreso, se cree 

que estos microorganismos afectan a aproximadamente 3,5 billones de personas a nivel 

mundial y con mayor frecuencia en los países del sureste de Asia (2). La población más 

afectada por el parasitismo intestinal son los niños en edad preescolar, los escolares, 

adolescentes y las gestantes (2). Los pacientes con parasitismo crónico pueden 

desarrollar complicaciones a largo plazo, tales como desnutrición y retraso del desarrollo 

y del crecimiento en niños. En gestantes, las parasitosis pueden ocasionar retraso en el 

crecimiento intrauterino y neonatos de bajo peso al nacer.  Debido a los efectos que puede 

tener en las poblaciones en riesgo, el parasitismo intestinal se considera un problema de 

salud pública.  

Los países de Latinoamérica y la región Caribe presentan todos los factores de riesgo que 

contribuyen a la presencia y persistencia de las parasitosis intestinales. Gran parte de la 

población de estas regiones proviene de comunidades marginadas con un alto índice de 

pobreza, lo que afecta negativamente las condiciones de salud de las personas, las deja 

vulnerables a patógenos oportunistas y dificulta su tratamiento. Muchas poblaciones no 

cuentan con buenos sistemas de alcantarillado, servicios sanitarios, drenaje, manejo de 

desechos ni de agua potable, lo que aumenta los niveles de contaminación del agua, de 

la tierra y de los alimentos. Adicionalmente, los países con regiones tropicales y 

subtropicales cuentan con condiciones ambientales que favorecen la persistencia y 

reproducción de los parásitos (2,3). Colombia cuenta con las condiciones mencionadas 

previamente, y es considerado uno de los 17 países con mayor número de niños en riesgo 

de una infección por parásitos intestinales (4). Lo anterior contribuye con la desnutrición, 

anemia, deterioro del crecimiento y el desarrollo cognitivo, que afecta principalmente a los 

niños en edad escolar (66 %) y en edad preescolar (37 %) (5).  
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Los helmintos se asocian al contacto con el suelo, mientras que los protozoarios están 

asociados con brotes de gastroenteritis por contaminación hídrica o alimentaria. Los 

últimos son de particular interés, porque pueden afectar masivamente a la población. Los 

protozoos intestinales más comunes causantes de síndrome diarreico son Giardia 

intestinalis, Cryptosporidium spp. y Entamoeba histolytica (1).  El protozoo flagelado 

Giardia intestinalis infecta aproximadamente a 200 millones de individuos a nivel global, 

produciendo diarrea aguda, mientras que Cryptosporidium spp. es un apicomplexo que 

causa diarrea moderada y severa en niños menores a dos años (6) y es el segundo 

patógeno más común en niños de Asia y África (7). Giardia y Cryptosporidium destacan 

por su carácter zoonótico y causar brotes extensos por contaminación hídrica a nivel 

mundial incluso en países de alto ingreso (8).  Por el contrario, Entamoeba histolytica se 

encuentra en entornos de mayor deterioro socioeconómico causando colitis y disentería e 

infectando aproximadamente 50 millones de personas con más de 100.000 muertes 

anuales a nivel mundial (9).  

En la última década, el Cryptosporidium ha emergido como la causa principal de 

enfermedad diarreica, afectando principalmente a infantes y pacientes inmunosuprimidos 

en el mundo.  Este protozoo es endémico en un gran número de países de bajo y mediano 

ingreso y se caracteriza por su alto potencial infeccioso, alta resistencia al ambiente (3), 

diagnóstico subóptimo y, tratamiento incierto (10). La criptosporidiosis afecta el peso y la 

talla de los niños infectados debido a la rápida pérdida de líquidos y a la incapacidad para 

absorber macronutrientes y micronutrientes durante un episodio de diarrea, lo que puede 

comprometer el crecimiento adecuado (11). No obstante, su prevalencia y consecuencias 

en otras poblaciones de riesgo permanecen aún desconocidas.  (12). La prevalencia global 

de la criptosporidiosis es del 7,6 %, la cual puede variar entre el 0,1 % y el 14,1 % en 

países de alto ingreso y entre el 1,3 % y el 31,5 % en países de bajo y medio ingreso, con 

hasta un 10 % de portadores asintomáticos en estos últimos (13).  La variabilidad en los 

datos depende de la técnica de detección, ya que la microscopía tiene una sensibilidad 

muy limitada y se requiere de una tinción específica (ácido-alcohol resistente) para 

detectar el parásito. En la práctica clínica la prescripción de esta tinción es poco común o 

solo se hace en grupos específicos de la población (10).  Una revisión sistemática en las 
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Américas reportó una prevalencia de Cryptosporidium en Suramérica del 7 % frente al 10 

% reportado con métodos diagnósticos (14). 

En Colombia, la frecuencia del Cryptosporidium también varía dependiendo del grupo 

poblacional y la técnica de detección fluctuando entre 0 y 24,5 % (12,15,16).  Un estudio 

previo realizado por nuestro grupo comparando la microscopía convencional y la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) encontró una frecuencia de Cryptosporidium del 24,5 

% (12) utilizando la PCR. Esta prevalencia ha sido una de las más altas reportadas en el 

país y a nivel de Latinoamérica, la mayoría de estos pacientes fueron asintomáticos y 

considerados portadores. Un 66 % de la población estudiada tenía al menos una mascota. 

En las mascotas el Cryptosporidium también fue el patógeno más frecuente (56,8 %) (12).   

Las especies de Cryptosporidium más prevalentes son el C. hominis y C. parvum, 

consideradas de tipo antroponótico y zoonótico respectivamente (10). El más virulento y 

sintomático es el C. hominis particularmente el subtipo IbA10G2 (17). La infección por 

Cryptosporidium puede causar secuelas a largo plazo, incluso el parásito se ha asociado 

con cáncer de colon e infecciones extraintestinales (18). Las posibles fuentes de 

criptosporidiosis incluyen animales (domésticos y de ganado) y vegetales, así como el 

consumo de agua contaminada y el contacto con aguas recreativas. Debido a esto, su 

control debe realizarse mediante una estrategia basada en el enfoque de “una sola salud” 

(One Health), la cual consiste en la prevención de riesgos de enfermedades que se 

originan en la interfaz entre humanos, animales y sus diversos entornos, así como la 

información necesaria para identificar qué aspectos se deben priorizar para la disminución 

del contagio a nivel integral (19). Diferentes especies y subtipos del Cryptosporidium se 

pueden asociar con el tipo de hospedero, síntomas y virulencia, entre otras características 

(20).   

En este estudio se tipificaron las muestras previamente obtenidas en una población 

universitaria con el fin de identificar el potencial de virulencia del parásito y analizar la 

distribución de especies y subtipos de Cryptosporidium spp. en diferentes fuentes de 

contagio, incluidos los humanos, animales y vegetales. Con este conocimiento se podrá 

generar evidencia molecular útil para orientar hipótesis epidemiológicas y futuras 

estrategias de vigilancia desde un enfoque de “una sola salud”.  
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Epidemiología 

Las enfermedades gastrointestinales se consideran un importante problema de salud 

pública en los países de ingresos bajos y medianos en las zonas tropicales y subtropicales 

del mundo. Los protozoos y los helmintos son parásitos que causan, en gran medida, estas 

enfermedades en humanos. Las infecciones parasitarias intestinales (IPI) por helmintos 

pueden causar efectos adversos en la salud, como desnutrición, anemia y deterioro del 

crecimiento y del desarrollo cognitivo. Las infecciones por protozoos contribuyen 

mayormente a la desnutrición y pueden causar cambios en la composición de la microbiota 

y la activación de las respuestas inmunitarias (21,22). En particular, algunos protozoos se 

asocian con brotes alimentarios de gran escala. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) ha estimado que aproximadamente 3.500 millones de personas están infectadas 

por protozoos intestinales y helmintos de las cuales 450 millones presentan cuadros 

clínicos, la mayoría de los casos en niños en edad escolar (23). 

En los países en desarrollo los protozoarios intestinales más comunes son: Giardia 

intestinalis, Entamoeba histolytica, Cyclospora cayetanensis y Cryptosporidium (24). Entre 

estos, Giardia y Cryptosporidium son responsables de la mayoría de los brotes por agua 

contaminada y conducen a tasas significativas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. 

Estos protozoos causan aproximadamente 4 mil millones de casos de diarrea, lo que 

globalmente genera 62,5 millones de años de vida ajustados por discapacidad (DALY por 

sus siglas en inglés) y 1,6 millones de muertes anuales. Más de la mitad de estos brotes 

han sido causados por Cryptosporidium (25). 

En la última década, el Cryptosporidium ha emergido como causa principal de enfermedad 

diarreica, afectando en su mayoría a niños menores de 5 años y a pacientes 

inmunosuprimidos. A nivel mundial, se reportaron en el 2019: 133.422 muertes y ~8,2 

millones de DALYs (26). Este apicomplexo es endémico en muchos países de bajo y 

mediano ingreso, es altamente infeccioso, resistente al ambiente, y su prevalencia es 

subestimada por limitaciones diagnósticas (26). 
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El Cryptosporidium presenta un desafío significativo en la descontaminación del agua 

debido a que el ooquiste puede resistir tratamientos químicos y desinfectantes típicos. 

Gracias a su pared gruesa, este puede sobrevivir en el ambiente por largos periodos de 

tiempo, facilitando su transmisión (25). Durante la temporada de lluvias   puede pasar de 

tierras agrícolas a aguas superficiales, permanecer inactivo en ambientes frescos y 

húmedos hasta 6 meses (temperaturas entre 0°C y 20°C) y depositarse en los sedimentos 

fluviales o permanecer suspendido en ecosistemas de agua dulce (27). 

En Latinoamérica se estima que la prevalencia puede llegar hasta un 90 % dependiendo 

de la zona de estudio; entre el 20 % y el 30 % de los habitantes desarrollan parasitosis 

recurrente. Estas cifras se han relacionado con hábitos de higiene deficientes, la falta de 

educación y un bajo nivel socioeconómico. A pesar de su prevalencia, el parasitismo 

intestinal es un problema de salud ignorado que perpetúa el ciclo de pobreza, 

disminuyendo la capacidad de aprendizaje en la infancia y una menor productividad 

económica en la edad adulta (23,28).  

Se ha observado una distribución heterogénea entre las diferentes especies de 

Cryptosporidium, con prevalencia similar en C. parvum y C. hominis. El subtipo IbA10G2 

de C. hominis se identificó con alta frecuencia y se ha asociado a brotes hídricos y 

alimentarios a nivel internacional. En cuanto a C. parvum las familias de subtipos IIa y IIc 

han sido las más comunes en humanos. Sin embargo, el número de estudios que 

caracterizan especies y subtipos de Cryptosporidium spp. es limitado, lo que dificulta 

establecer patrones claros de prevalencia (14). 

La diarrea es considerada una de las 10 mayores causas de muerte a nivel mundial por la 

OMS y la quinta mayor causa de muerte en países de bajo ingreso. Muchos pacientes no 

buscan atención médica hasta que la diarrea se asocia con síntomas como la presencia 

visible de sangre en las heces, dolor abdominal y pérdida de peso. Lo anterior dificulta el 

monitoreo de las parasitosis y la posibilidad de prevenir los brotes asociados (29).  (Figura 

1) (5). 



6 
 

 

Figura 1 Prevalencia de IPI en escolares en Colombia. Modificado de Pazmiño et al (5) 

En el caso de Cryptosporidium se ha visto una prevalencia cercana a 9,8 % (30) en niños 

de edad escolar, del 24,5 % en población universitaria y el 56,8 % en mascotas (12). En 

fauna silvestre la prevalencia reportada es del 43,5 % (31). En estudios de caracterización 

molecular se han descrito casos de C. hominis y C. parvum, en humanos, así como 

especies menos frecuentes como C. felis, C. meleagridis y C. suis. Igualmente, se han 

descrito subtipos de múltiples familias alélicas, por ejemplo, en C. hominis se encontraron 

las familias Ia, Ib, Id y Ie, siendo el subtipo IbA10G2 el más común. En el caso de C. 

parvum se detectaron miembros de las familias IIa y IIc, con subtipos como IIaA20G6R1, 

IIaA19G5R1, IIaA18G5R1, IIaA17G4R1 y IIcA5G3a, indicando una alta variabilidad en la 

diversidad genética de Cryptosporidium en Colombia (32). 
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2.2. Cryptosporidium spp. 

Es un protozoo intracelular del filo Apicomplexa que invade el epitelio intestinal de 

humanos y animales. Se distinguen por su ubicación inusual dentro de la célula huésped, 

su capacidad para realizar autoinfección y su resistencia innata a los desinfectantes. El 

Cryptosporidium es un patógeno que puede infectar a un gran número de vertebrados, 

entre ellos los humanos, el ganado, los gatos y perros. El estadio de transmisión, el 

ooquiste puede presentar una pared gruesa que los hace resistentes al cloro y así 

mantener su viabilidad en fuentes de agua y vegetales (22,29).  

Existen más de 44 especies, y más de 120 subtipos, de las cuales por lo menos 20 tienen 

la capacidad de infectar a los humanos. Las especies más prevalentes en humanos son 

C. hominis y C. parvum que representan el 95 % de los casos de criptosporidiosis (33,34). 

Otras especies que se han asociado con menos frecuencia a la enfermedad humana a 

nivel mundial incluyen C. meleagridis, C. cuniculus, C. felis y C. canis, los cuales también 

se encuentran infectando hospederos animales (35–37).  

En la figura 2 se muestra la morfología de Cryptosporidium. Su forma infectiva, el ooquiste 

cuenta con una pared gruesa, lisa e incolora, por lo general su forma es esférica y mide 

aproximadamente 5 x 5 μm (38). En el interior se encuentran los esporozoítos que se 

activan al pasar del estómago al intestino delgado. Estos se liberan cuando la pared del 

ooquiste responde a la temperatura elevada y al choque químico. El esporozoíto tiene un 

tamaño de 5 x 1 μm y alberga el núcleo, los gránulos densos, los cuerpos cristaloides y el 

complejo apical compuesto por orgánulos denominados micronemas, y una sola roptria 

(39–41).  
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Figura 2 Morfología del esporozoíto y el ooquiste del Cryptosporidium. Modificado de 
Guérin et al, (41) 

Una vez que llegan al intestino, los esporozoitos se encapsulan en las células intestinales 

como se muestra en la figura 3, formando la vacuola parasitófora que separa el parásito 

tanto del citoplasma de la célula huésped como del entorno intestinal externo (42). 

También se forma una unión entre el parásito y la célula del hospedero conocida como 

orgánulo alimentador, por medio de esta unión el Cryptosporidium obtiene los nutrientes y 

energía necesarios del huésped (43).   
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Figura 3 Micrografía de trofozoíto encapsulado en las células intestinales. Modificado de 
Pohlenz et al. (44). 

El Cryptosporidium se transmite a través del contacto persona-persona (transmisión 

antropónotica), contacto directo con animales (transmisión zoonótica), por la ingestión de 

agua o alimentos contaminados y por el contacto con aguas recreativas. Según la cantidad 

de casos y brotes, la transmisión zoonótica y la contaminación hídrica son los medios más 

comunes de propagación (10,45).  

Su ciclo de vida, como se describe en la figura 4. (1) Empieza cuando 4 esporozoítos se 

liberan de un ooquiste ingerido. (2) Cuando llegan al tracto gastrointestinal se encapsulan 

en el borde en cepillo de las células intestinales, donde se desarrollan en trofozoítos y 

experimentan replicación asexual para formar merontes tipo I que contienen 8 merozoítos. 

Los merozoítos invaden otras células epiteliales cercanas y se desarrollan en merontes de 

tipo I adicionales, realizando aproximadamente 3 rondas de reinvasión. (3) A partir de esta, 

en las siguientes rondas de reinvasión, algunos merozoítos se desarrollan en merontes 

tipo II que contienen cuatro merozoítos (41). (4) Cuando estos salen de la célula, se inicia 
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un proceso de replicación sexual mediante el desarrollo de microgamontes y 

macrogamontes. Los microgamontes experimentan 4 rondas de división, produciendo 16 

microgametos, y los macrogamontes se desarrollan en un macrogameto que permanece 

haploide mientras se expande en tamaño y almacena proteínas, lípidos y carbohidratos 

para el futuro ooquiste (46). Los microgametos salen de la célula y fecundan a los 

macrogametos intracelulares, generando un cigoto diploide (47). (5) Luego, el cigoto 

realiza meiosis y, en su interior, se forman los 4 esporozoitos haploides que conforman el 

ooquiste, que puede ser de pared gruesa o de pared delgada. (6) Los ooquistes de pared 

gruesa se liberan en las heces para ser ingeridos por otro hospedero; son resistentes al 

medio ambiente debido a su envoltura proteica gruesa y son inmediatamente infecciosos 

(46). Los ooquistes de pared delgada mantienen la infección en el mismo hospedero por 

autoinfección (48). 
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Figura 4 Ciclo de vida de Cryptosporidium modificado de Jex et al. (48) y Biorender. A. 
Esporozoito. B. Trofozoíto. C. Meronte tipo I. D. Meronte tipo II. E. Merozoíto. F. 
Microgamontes. G. Microgametos. H. Macrogamontes. I. Macrogametos. J. Cigoto. K. 
Ooquiste. 

Una gran cantidad de avances en el estudio de Cryptosporidium, en particular en su 

biología y ciclo de vida, se atribuyen al desarrollo de sistemas de cultivo in vitro. Se han 

desarrollado las líneas celulares HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal humano) y COLO-

680N (carcinoma escamoso esofágico humano), que han permitido reproducir 

parcialmente el ciclo de vida; no obstante, solo se pueden mantener en cultivo por periodos 

cortos, son de bajo rendimiento y, al ser líneas tumorales, no representan las condiciones 

naturales. También se han realizado avances con modelos tridimensionales u organoides 

que se mantienen por más tiempo y recrean mejor el ambiente intestinal, aunque estos 
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son costosos y difíciles de escalar. Por lo anterior, no se ha logrado estandarizar un 

sistema de cultivo sostenible y reproducible, lo que limita los estudios sobre la biología del 

Cryptosporidium y el desarrollo de posibles tratamientos (38). 

2.3. La criptosporidiosis  

Después de 2 a 10 días de la ingestión de los ooquistes, comienzan los síntomas 

gastrointestinales con diarrea acuosa profusa, dolor abdominal y náuseas. Esto es 

consecuencia de la malabsorción e inflamación causadas por el parásito (49). La gravedad 

de la sintomatología se relaciona con la edad y el sistema inmune del individuo. La 

infección ha sido asociada con la pobreza y tiene un impacto desproporcionado en niños 

desnutridos, en los que causa alteraciones en el crecimiento y el desarrollo. En individuos 

inmunosuprimidos, induce enfermedad crónica con diarrea severa y prolongada, 

malabsorción y pérdida de peso significativa (18). En este grupo de riesgo, la infección 

puede complicarse, causando falla orgánica y muerte. Las secuelas a largo plazo incluyen 

dolor abdominal persistente, mialgias y artralgias, fatiga, síndrome de colon irritable y se 

ha asociado con cáncer de colon (18).  

La criptosporidiosis también afecta a animales, como el ganado vacuno, ovino y porcino, 

las cabras, los conejos, los búfalos, los camellos y las aves. El Cryptosporidium zoonótico 

se ha reportado en animales silvestres, como venados y peces. C. parvum es la principal 

causa de diarrea en terneros de menos de 6 semanas, corderos y ovejas (49). 

La transmisión de Cryptosporidium es variable y depende de diversos factores de riesgo, 

como el contacto con animales infectados, con mayores tasas de infección en animales 

jóvenes y niños. En cuanto al género, se ha identificado una mayor prevalencia en 

hombres. Otros factores de riesgo descritos son la pobreza asociada a condiciones 

sanitarias deficientes, la mala calidad del agua y la alta densidad poblacional, así como 

actividades ocupacionales como la veterinaria. También se ha observado un aumento de 

infecciones tras desastres naturales o inundaciones (50). 

La variación de las estaciones también se ha relacionado con el aumento de los casos de 

Cryptosporidium. Por ejemplo, en primavera se atribuye la mayoría de los casos a C. 

parvum debido al aumento de las actividades ganaderas y a los periodos de pastoreo 
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posteriores a la descongelación de la nieve. En verano-otoño, los casos se asocian 

principalmente a C. hominis por contacto con aguas de piscina y viajes internacionales 

(49,50).  

A pesar de la carga de la enfermedad causada por Cryptosporidium, las opciones para su 

tratamiento son limitadas y de eficacia reducida. La paromomicina es el principal fármaco 

utilizado en animales de campo, como terneros y ovejas, pero presenta una absorción 

intestinal deficiente y no proporciona una cura completa. En los casos humanos, la 

nitazoxanida es el único fármaco autorizado por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés), que ha mostrado reducir la excreción de 

ooquistes, pero su eficacia es reducida en niños desnutridos y personas 

inmunocomprometidas, dos de los grupos más afectados por la criptosporidiosis (51)  

Se han probado, además, diferentes fármacos como letrazuril, miltefosina y clofazimina, 

que no mostraron mejoras clínicas significativas, y albendazol, que, incluso en dosis altas, 

solo logra reducir la diarrea y la excreción de ooquistes, pero no eliminar la infección. Otros 

inhibidores del tipo benzoxaboroles y las pirazolopiridinas han mostrado resultados en 

animales, pero no se han validado en humanos. Alternativas como el uso de probióticos 

mejoran la función intestinal y la respuesta inmune, sin embargo, no eliminan directamente 

el Cryptosporidium (34).  

La falta de un modelo in vitro eficiente para una mejor comprensión de su biología y 

modelos animales que permitan validar in vivo la eficacia de los fármacos, además de los 

altos costos de estos ensayos, han causado que el desarrollo de nuevos tratamientos 

farmacológicos y vacunas sea lento (34,51). 

2.4. Diagnóstico de la criptosporidiosis  

En muchos países el diagnóstico de Cryptosporidium se limita a pacientes 

inmunocomprometidos. En adultos inmunocompetentes solo se realiza si la diarrea es 

acuosa y persistente, lo que subestima el número de casos. El diagnóstico de rutina se 

realiza por microscopía y se utilizan diferentes tinciones, entre ellas: el Ziehl-Neelsen 

modificado, la tinción tricrómica de Wheatley y la tinción de Kinyoun. No obstante, la 

sensibilidad de estas técnicas puede ser muy variable (37 – 91,6 %) (10) y se ha informado 
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que los límites de detección son tan bajos como 50.000 a 500.000 ooquistes por gramo de 

heces, lo que dificulta la identificación en muestras con bajos niveles de infección. Además, 

debido a la excreción esporádica, se deben examinar aproximadamente tres muestras de 

materia fecal en pacientes inmunocompetentes y dos en pacientes inmunocomprometidos 

(19).   

Teniendo en cuenta la baja sensibilidad de la microscopía convencional, se han diseñado 

diversos métodos diagnósticos. La microscopía de fluorescencia utiliza anticuerpos 

monoclonales con marcadores fluorescentes como el isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

y la hidrazida de biotina que se adhieren a la pared de los ooquistes, esta técnica requiere 

de un microscopio de fluorescencia, pero aumenta la sensibilidad a un 92,1 – 100 % (10). 

Las técnicas inmunológicas también han sido utilizadas para el diagnóstico. Se basan en 

una reacción antígeno-anticuerpo específica empleando antígenos o anticuerpos 

inmovilizados para la detección. Se utiliza principalmente el ensayo de inmunoadsorción 

ligado a enzimas (ELISA), el cual presenta una sensibilidad y especificidad del 93–100 %. 

El resultado de esta prueba se evidencia mediante un cambio de color, producto de la 

reacción enzimática, que revela la interacción entre el antígeno y el anticuerpo. Aunque es 

una técnica muy sensible puede requerir más tiempo y depender de equipos de laboratorio 

especializados lo que impide que se pueda emplear para un diagnóstico rápido en campo 

(25). 

Alternativamente, se pueden utilizar técnicas moleculares como la PCR, la cual tiene 

formatos variados y se considera más sensible que los métodos convencionales 

permitiendo analizar varias muestras simultáneamente e identificar especies y subtipos del 

parásito (52). En estudios previos, se observó que la PCR aumentó la detección de 

Cryptosporidium y Giardia en 22 veces, en comparación con la microscopía convencional 

(53). También se ha evidenciado que la PCR múltiple es notablemente más sensible que 

la tinción Ziehl-Neelsen modificada de concentrados fecales (54). Otros estudios han 

reportado que la sensibilidad de la microscopía Ziehl-Neelsen modificada es del 75,4 % 

en comparación con el protocolo de Hadfield et al. para PCR en tiempo real (qPCR), con 

una sensibilidad del 100 % (55).  
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La PCR ha demostrado un gran rendimiento y utilidad práctica; logra disminuir el tiempo 

que toma realizar un diagnóstico. Esta prueba es altamente sensible y permite realizar la 

detección simultánea de los distintos patógenos que pueden causar enfermedades 

gastrointestinales. La PCR puede automatizarse y así optimizar el flujo de trabajo y 

diagnóstico permitiendo un manejo dirigido de la infección en el paciente (56).  

La eficacia de la PCR radica en parte en los blancos de la amplificación. Un gen 

comúnmente usado en el diagnóstico de parásitos intestinales es el gen codificante de 

ARN de la subunidad ribosomal pequeña (18S rRNA), debido a que es un gen constitutivo, 

altamente conservado en varios parásitos y que confiere excelente sensibilidad (56).  Se 

han publicado cebadores específicos de género y especie, lo que permite no solo una 

detección sensible, sino también la identificación en tiempo real de la especie. Un ejemplo 

de ello es una PCR que amplifica 125 pb del gen 18S rRNA diseñado para amplificar solo 

muestras de C. parvum (57). La qPCR, es la técnica más utilizada en los países 

desarrollados hoy en día, debido a que tiene alta sensibilidad y rapidez, utiliza sondas 

fluorescentes que permite la detección del ADN en tiempo real, lo que disminuye la 

probabilidad de contaminación, además permite cuantificar la cantidad de ADN en la 

muestra por esto, está específicamente diseñada para fines diagnósticos y se utiliza cada 

vez más en laboratorios clínicos, sobre todo en su formato múltiple (10) 

La qPCR múltiple se ha convertido en la técnica más utilizada para investigar la presencia 

de múltiples parásitos entéricos en una sola muestra en laboratorios clínicos. Existen más 

de 10 kits de qPCR múltiple comerciales actualmente disponibles, incluidos Allplex, 

Amplidia, BD Max, Biofire FilmArray, FTD Stool Parasites, Gastro Panel EntericBio Panel 

II, Gastroenteritis/Parasite Panel I, Luminex, NanoChip, PARAGenie, RIDAGENE y 

QIAstat. Estos ensayos reducen significativamente los costos de reactivos y tiempo. No 

obstante, la PCR convencional y la qPCR aún no se han implementado en la detección de 

Cryptosporidium de rutina a nivel mundial (10). 

Algunos de los kits comerciales de qPCR múltiple previamente mencionados, ya han 

recibido la aprobación de agencias de salud pública en varios países y se están 

incorporando progresivamente para el diagnóstico en muchos laboratorios clínicos, 
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particularmente en poblaciones pediátricas, pacientes inmunocomprometidos o 

inmigrantes y viajeros que provienen de áreas endémicas (58). 

2.5. Tipificación molecular   

La tipificación es el proceso de determinar la composición genética individual (genotipo) 

de un organismo lo cual permite distinguir los tipos o subtipos de las diferentes especies y 

así diferenciar los más virulentos o infecciosos y la posible ruta de transmisión (59). Para 

la tipificación se necesitan marcadores moleculares que muestren una variabilidad en su 

secuencia nucleotídica lo suficientemente amplia como para permitir la diferenciación entre 

distintos subtipos (10).  

Para determinar el tipo o especie de Cryptosporidium comúnmente se utilizan cebadores 

para amplificar la región conservada del 18S rRNA, y con la secuenciación de los 

amplicones se pueden diferenciar las especies de Cryptosporidium. En la subtipificación 

de las especies C. hominis y C. parvum se utiliza como marcador la glucoproteína de 60 

kDa (gp60), que ha permitido clasificar un gran número de familias o subtipos en C. 

hominis (Ia – Io) y en C. parvum (IIa – IIgamma) (60).  El subtipo IbA10G2 de C. hominis 

es el dominante en muchas partes del mundo y se asocia con una mayor patogenicidad e 

infectividad; actualmente se plantea como una nueva subespecie. No obstante, se ha 

observado que otro subtipo el IfA12G1R5 parece estar reemplazando el subtipo virulento 

(17).  La variabilidad de la proteína gp60 ha permitido inferir rutas de transmisión, aunque 

recientemente su capacidad discriminatoria es materia de discusión (17). 

El gen gp60 se ha utilizado ampliamente para la diferenciación de subtipos de 

Cryptosporidium y se ha empleado a nivel global en estudios poblacionales e 

investigaciones sobre brotes. La nomenclatura inicial se estableció para C. parvum y C. 

hominis. Esta se puede interpretar de la siguiente forma:  

1) Se identificaron agrupaciones alélicas distintas mediante polimorfismos de 

secuencia y se usaron para definir las “familias gp60”; se designaron con números 

romanos: I para C. hominis (Ia, Ib) y II para C. parvum (IIa, IIb). Lo anterior indica 

que cada subtipo comienza con el número del alelo correspondiente, por ejemplo: 

si tenemos C. hominis sería Ia o Ib según el polimorfismo.  
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2) Después de indicar el alelo, se introduce un segundo elemento a la nomenclatura 

que describe la composición de la repetición de serina. Este microsatélite se 

compone de codones TCA, TCG o TCT. Se cuenta el número de cada codón y se 

registra utilizando la última base del codón respectivo, seguida del número de 

repeticiones correspondiente. Por ejemplo, si tiene 10 codones TCA, entonces la 

anotación sería: A10; si tiene un codón TCG, entonces la anotación sería: G1; y si 

hay 3 codones tipo TCT, entonces: T3. La nomenclatura hasta ahí sería: 

IaA10G1T3. 

3) Por último, se incorporaron minisatélites y microsatélites ocasionales que definen 

diferentes subtipos y que se definen como repeticiones R. Estas repeticiones 

pueden ser secuencias diferentes entre especies y subtipos y estar ubicadas en 

diferentes posiciones dentro del gen (60). Por ejemplo, se identifica una secuencia 

repetitiva; entonces, la anotación sería R1. Por ejemplo, sería: IaA10G1T3R1. Un 

esquema explicando esta nomenclatura se presenta en la figura 5 
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Figura 5 Nomenclatura gp60. Modificado de Chalmers et al. (59). (1) Determinar familia 
alélica. (2) Conteo de tripletas. (3) Identificar secuencia repetitiva.  

Aunque la 18S rRNA y el gen gp60 son los más utilizados para la diferenciación de 

especies y subtipos de Cryptosporidium, respectivamente, también se utilizan otros 

marcadores. Los marcadores alternativos incluyen la proteína de la pared del ooquiste 

(COWP) que es utilizada para diagnóstico (61) y compone el 75 % de pared del ooquiste 

(62). La proteína adhesiva relacionada con la trombospondina (TRAP) que se relaciona 

con la fijación del parásito a las células. La proteína de 70 kDa (Hsp70), que pertenece a 

la familia de las proteínas de choque térmico, funciona como chaperona intracelular para 

la protección y el plegamiento adecuado de otras proteínas frente al estrés celular (37). Y 

los microsatélites ML1 y ML2, que se usan en el análisis de múltiples loci (10).  
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Otra técnica relevante en el análisis de protozoos es la secuenciación de nueva generación 

(NGS). Los análisis de muestras aisladas de Cryptosporidium con técnicas de NGS han 

revelado una diversidad genética mayor que la que se puede obtener con las metodologías 

actuales de subtipificación basadas en la PCR y la secuenciación de Sanger. Lo anterior 

se debe a la incapacidad de las pruebas mencionadas para resolver mezclas de ADN 

complejas y detectar variantes de baja abundancia. Los estudios basados en NGS ya han 

avanzado en el conocimiento actual sobre la distribución taxonómica y la dinámica de 

transmisión de Cryptosporidium spp., al permitir una caracterización genética de mayor 

resolución, la detección de infecciones mixtas y la identificación de subtipos nuevos, 

fortaleciendo así la investigación de brotes y la vigilancia molecular (63). De igual manera, 

cabe resaltar que existen problemas que dificultan el uso de las NGS en los laboratorios 

clínicos y agencias de salud pública como lo son las dificultades para extraer ADN puro de 

alta calidad de muestras clínicas y los problemas con la aparición de brechas en la 

secuencia del genoma ensamblado, todo esto afecta el costo e impide el uso generalizado 

de estas técnicas (10). 

Alternativamente, la tipificación del Cryptosporidium puede realizarse mediante la 

tipificación de múltiples loci la cual ha sido útil para analizar la diversidad o variabilidad 

genética de un microorganismo incluyendo hongos, parásitos y bacterias. El estudio de los 

alelos de diferentes loci aumenta la resolución de la tipificación, lo que permite la detección 

de una mayor cantidad de linajes genéticamente distintos. La estrategia dirigida al análisis 

comparativo de secuencias de nucleótidos MLST (Tipificación de secuencias multilocus), 

que permite identificar tanto diferencias de longitud como variaciones de nucleótidos. El 

MLST cada día se considera más el estándar de oro, debido a que es capaz de 

caracterizar, con un bajo margen de error, las variaciones genómicas, como polimorfismos 

de un solo nucleótido (SNP) o mutaciones puntuales, pequeñas inserciones, deleciones, 

inversiones, duplicaciones, translocaciones, y deleciones. La tipificación multilocus ha sido 

una herramienta valiosa en el estudio de la estructura genética de poblaciones y las rutas 

de transmisión de Cryptosporidium, principalmente para la investigación en C. parvum y 

C. hominis. Se han informado alrededor de 50 marcadores micro y minisatélites para este 

propósito, siendo los loci CP47, gp60, MS5, MS9, MSC6–7, TP14, ML2, ML1, MSB y 5B12 

los más utilizados (32).  
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2.6. Una sola salud 

Es una estrategia para la lucha contra diferentes enfermedades principalmente zoonóticas, 

que reconoce que la salud de las personas está estrechamente relacionada con la salud 

de los animales y nuestro entorno compartido. Este enfoque surge debido a que las 

poblaciones humanas están creciendo y expandiéndose a nuevas zonas geográficas, 

causando que más personas vivan en estrecho contacto con animales salvajes, de ganado 

o domésticos. Por otro lado, los animales juegan un papel importante en la vida humana, 

ya sea como alimento, fibra, medios de subsistencia, viajes, deporte, educación o 

compañía.  Este contacto cercano aumenta las probabilidades de contagio de 

enfermedades zoonóticas. Por último, el cambio climático, la deforestación y las prácticas 

agrícolas. Las alteraciones en las condiciones ambientales y los hábitats pueden brindar 

nuevas oportunidades para que las enfermedades se transmitan a los animales (64). 

En Colombia se han realizado estudios que aplican un enfoque de “una sola salud” para 

detectar la presencia y posibles rutas de transmisión de parásitos intestinales analizando 

diferentes fuentes humanas, animales y ambientales. En el estudio realizado por 

Castañeda et al. (65), en la comunidad rural de Las Guacas, en el departamento del 

Cauca, se encontró una alta prevalencia de infecciones parasitarias mediante técnicas 

moleculares.  Los parásitos más frecuentes fueron: Blastocystis, Ancylostoma duodenale, 

Giardia y Cryptosporidium spp (65). 

El Cryptosporidium, se identificó tanto en el agua como en muestras de humanos y perros 

(4 % (4), 25 % (6) y 100 % (2) respectivamente) resaltando la importancia ambiental y 

zoonótica del parásito en esta región. Debido a su presencia en la fuente hídrica de 

consumo, se indica la necesidad de implementar medidas integradas de saneamiento y 

control que consideren la interacción entre los diferentes reservorios para prevenir 

infecciones y avanzar hacia estrategias efectivas de salud pública. El estudio aporta 

evidencia para el manejo epidemiológico en Colombia, y el papel de las comunidades 

rurales en la transmisión de parásitos y la necesidad de intervenciones interdisciplinarias 

(65). En este contexto, resulta importante considerar las características biológicas y 

ecológicas de Cryptosporidium, las cuales favorecen su circulación entre humanos, 

animales y el ambiente. 
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La estrategia de “una sola salud” para Cryptosporidium debería consistir primero en 

sensibilizar a la población sobre la enfermedad y sus formas de propagación, seguida de 

desmantelar las vías de transmisión. Se deben realizar estudios epidemiológicos para 

identificar los factores de riesgo, realizar un seguimiento constante y tratar a los animales 

infectados para reducir la incidencia en humanos. Igualmente, es importante que los 

profesionales sanitarios y los veterinarios estén entrenados en el manejo y diagnóstico de 

esta infección (50). 

Un ejemplo de una solución enfocada a “una sola salud” para Cryptosporidium es el 

desarrollo de una vacuna que pudiera usarse para ayudar a prevenir enfermedades y la 

eliminación de ooquistes en terneros recién nacidos, esto no solo mejoraría la salud y el 

bienestar de los animales, sino que también reduciría la contaminación ambiental debido 

a que estos terneros son uno de los principales reservorios de ooquistes de C. parvum. La 

aplicación de un enfoque que pueda usarse tanto en veterinaria como en salud pública 

ayudaría en el seguimiento y la vigilancia de la fuente, e informaría los estudios 

epidemiológicos. Por otro lado, el tratamiento de los desechos fecales humanos y de 

ganado para reducir la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium ayudaría a minimizar 

la contaminación del medio ambiente con parásitos infecciosos y protegería la salud 

humana y animal (49). 

En este estudio se estandarizarán y aplicarán técnicas moleculares de amplificación y 

secuenciación para la identificación de los tipos de Cryptosporidium circulantes en la 

población universitaria previamente caracterizada, así como en las fuentes potenciales de 

contaminación. Lo anterior permitirá identificar posibles relaciones entre las diferentes 

fuentes de transmisión y proponer estrategias con base a estas bajo el enfoque de “una 

sola salud”. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general  

Tipificar molecularmente el Cryptosporidium spp. obtenido en muestras de una población 

universitaria, matrices animales y vegetales. 

3.2. Objetivos específicos  

 Aplicar una metodología híbrida de PCR anidada /secuenciación para identificar las 

especies de Cryptosporidium en muestras humanas, animales y de alimentos.   

 Aplicar una metodología híbrida de PCR anidada /secuenciación para identificar los 

subtipos de C. parvum y C. hominis encontrados.  

 Describir las características y relación molecular entre los parásitos obtenidos de 

diferentes orígenes (humano, animal o vegetal). 

  



23 
 

4. METODOLOGÍA 

4.1. Tipo de estudio y recolección de muestras  

Se realizó un estudio de tipo descriptivo y experimental utilizando el banco de muestras 

del proyecto “Diagnóstico molecular de parásitos intestinales en una población 

universitaria en Cali”, aprobado por el comité de ética (084-020. Anexo #1. En el proyecto 

donde se recolectaron las muestras, se detectaron 34 muestras de materia fecal positivas 

para Cryptosporidium spp, en humanos y 24 en mascotas (12) mediante PCR. En el 

presente estudio, además de las muestras de humanos y mascotas, se incluyeron otras 

fuentes potenciales de transmisión. Entre ellos, un total de 17 vegetales positivos 

obtenidos de sitios de abastecimiento aledaños a los lugares de residencia reportados por 

los 34 participantes positivos y 11 muestras positivas de ganado bovino almacenadas en 

el banco de muestras de la sección de Parasitología del Laboratorio de Agentes Biológicos 

del Departamento de Microbiología (LDAB). Se seleccionaron las muestras de vegetales 

y bovinos que resultaron positivas por la tinción de Ziehl-Neelsen modificado. El proyecto 

fue avalado por el comité de ética de la Universidad del Valle (006-024). Anexo #2. 

4.2. Procedimientos 

4.2.1. Preparación y selección de muestras  

Se realizó el inventario del ADN en el banco de muestras del proyecto “Diagnóstico 

molecular de parásitos intestinales en una población universitaria en Cali” almacenado a -

20°C en la sección de Parasitología molecular del LDAB. Se identificaron las muestras que 

contaban con una cantidad suficiente de ADN para la estandarización de pruebas y la 

obtención de resultados. Las muestras insuficientes fueron extraídas nuevamente  

4.2.1.1. Humanos y mascotas 

Se encontró que 3 muestras de humanos no contaban con ADN ni con materia fecal y 

fueron excluidas del estudio, quedando con 31 muestras para análisis. Se realizaron 18 

extracciones de las muestras sin ADN suficiente al inicio del estudio y 16 después de las 

estandarizaciones. 
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En el caso las muestras de mascotas 2 no contaban con ADN ni materia fecal, por lo que 

se trabajó con 22 muestras. Se realizó la extracción de 5 muestras sin suficiente ADN al 

inicio del estudio. Seis muestras del banco con resultado inconcluso fueron verificadas 

como positivas para Cryptosporidium spp. y se incluyeron en este estudio para un total de 

28 muestras de mascotas. 

Las muestras fueron codificadas así: la sigla PI (parásitos intestinales), seguido del 

número de muestra. Para las mascotas específicamente se conserva el consecutivo de su 

respectivo dueño seguido de un punto y el número de la mascota para distinguir aquellos 

voluntarios con más de una. 

4.2.1.2. Vegetales  

Se realizó un tamizaje de 86 vegetales crudos, entre ellos cilantro, lechuga y perejil, 

provenientes de diversos sitios de distribución, tales como tiendas de barrio, 

supermercados y venta ambulante. En la base de datos se identificaron con una V seguido 

del consecutivo según el orden del muestreo y se registraron con su ubicación.  

Para la búsqueda de parásitos, los vegetales se procesaron según el protocolo de El Said 

Said, con modificaciones (66). Brevemente, se pesó el vegetal y se colocó en un mortero, 

donde se adicionaron 60 mL de una solución de tampón fosfato salino (PBS) con 0,01 % 

de Tween 80 (PBS/T), para luego homogeneizarlo. Esta solución fue filtrada mediante una 

gasa en un vaso desechable para transferirla a un tubo y centrifugarla a 2000 rpm durante 

30 minutos (min) y posteriormente se descartó el sobrenadante. Con el sedimento se 

realizaron 2 láminas, una para el examen directo con solución salina fisiológica y Lugol 5 

% y otra para la tinción de Ziehl-Neelsen modificado. Anexo #3. Las muestras con 

estructuras compatibles con ooquistes de Cryptosporidium (17 en total) fueron congeladas 

a -20°C y seleccionadas para extracción de ADN y análisis molecular. 

4.2.1.3. Bovinos  

Once muestras de materia fecal de terneros positivos para Ziehl-Neelsen modificado se 

encontraban almacenadas a -80°C antes de ser sometidas a extracción de ADN y análisis 

molecular. Estas muestras habían sido previamente validadas mediante una técnica 
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inmunocromatográfica de flujo lateral para la detección de antígeno de Cryptosporidium 

con el kit de detección rápida “RAINBOW™ Calf Scours-BIO K 306”, que permite la 

detección de Rotavirus, Coronavirus, E. coli-F5, Cryptosporidium y Clostridium perfringens 

en la materia fecal de bovinos (67). Aunque no se conoce el antígeno específico para la 

detección, comúnmente se detectan antígenos asociados a la pared del ooquiste (68). 

Estas muestras se registraron en la base de datos con una B y el número de recolección 

de la muestra asignado por el laboratorio. 

4.2.2. Cuantificación de ooquistes 

En las muestras de vegetales y bovinos con tinción positiva se llevó a cabo el recuento de 

ooquistes por preparación, en cada lámina se utilizaron 100 µL del extracto. Para las 

muestras de humanos y mascotas no se realizó recuento de ooquistes debido a que todas 

dieron negativas en la tinción del Ziehl-Neelsen modificado. En las muestras de vegetales, 

la densidad de los ooquistes fue expresada como el número de ooquistes por µL y se 

convirtió a ooquistes por gramo para evaluar el nivel de contaminación. Con ayuda de la 

inteligencia artificial, se adaptaron los valores estipulados por la OMS para determinar la 

contaminación en muestras de agua (69), estableciendo unas categorías arbitrarias para 

evaluar la contaminación en vegetales: bajo (<10 ooquistes/g), moderado (10-100 

ooquistes/g), alto (100-1,000 ooquistes/g) y muy alto (>1,000 ooquistes/g). Dado que esta 

clasificación fue adaptada de valores estipulados para otro tipo de reservorio y no ha sido 

validada para vegetales, durante el estudio se utilizó con fines descriptivos y no 

comparativos. 

4.3. Análisis molecular 

4.3.1. Extracción de ADN  

Con el fin de obtener un ADN de calidad y cantidad adecuadas, todas las muestras fueron 

sometidas a un pretratamiento. Brevemente, un gramo de muestra fue lavado con agua 

estéril y suspendido en 250 µL de tampón de lisis (0,15 M NaCl, 0,1 M EDTA, 0,5 % de 

dodecilsulfato de sodio, SDS) para luego ser agitado en vórtex por 20 min y almacenado 

a -80°C durante la noche. Al día siguiente, las mezclas fueron descongeladas y calentadas 
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a 95°C por 10 min, luego se adicionaron 3 µL de proteinasa K (25 mg/mL) y, por último, 

fueron incubadas durante 10 min a 56°C (12). Posteriormente, el ADN genómico fue 

extraído utilizando el kit “QIAamp PowerFecal Pro DNA” de QIAgen siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para este efecto se agregaron 250 mg del extracto pretratado 

y 800 µL del buffer de lisis (solución CD1) en los tubos PowerBead Pro y se agitó en vórtex 

por 20 min, luego se centrifugaron y se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo de 

microcentrífuga para añadir la solución CD2 que contiene agentes inhibidores y agitar en 

vórtex. Después de centrifugar, se agregó la solución CD3 para mejorar la unión del ADN 

a la columna. La suspensión fue colocada en la columna MB Spin y luego de centrifugar 

se realizan lavados con dos soluciones tampón (solución EA y C5), por último, se agregó 

el reactivo de elución (solución C6), antes de centrifugar nuevamente (70). Al finalizar el 

procedimiento, el ADN obtenido fue eluído en un volumen final de 50 µL y almacenado a -

20°C. Anexo #4. En algunos casos se utilizó el kit IBI Bioscientific para la extracción de las 

muestras. Anexo #5. 

4.3.2. Control de ADN de Cryptosporidium  

El ADN del control (Helix Elite™ Molecular Standards (Inactivated Pellet) (Microbiologics®) 

fue extraído de igual forma que las muestras, excepto que no se realizó el pretratamiento.  

El ADN extraído de una muestra de ganado bovino se utilizó también como control en 

algunos ensayos. Ambos controles (bovino y comercial) se utilizaron alternativamente 

durante los ensayos.  

4.3.3. Amplificación por PCR convencional para Cryptosporidium 

En los casos en que el diagnóstico se realizó por tinción, se utilizó PCR convencional para 

confirmar el hallazgo de Cryptosporidium spp. El blanco de amplificación fue una región 

de la subunidad pequeña del ARN ribosomal (18S rRNA) (Tabla 1) (71). Brevemente, se 

preparó una mezcla (master mix) de 25 µL con 1,25 U de Taq polimerasa, 2,5 µL del buffer 

1x, 0,2 µM de cada cebador, 1 µL de albúmina bovina sérica (BSA, por sus siglas en inglés) 

10 µg/µL, dNTPs 0,2 mM y MgCl2 1,5 mM. El termociclador (TG – 1000, Biologix) se 

programó para 35 ciclos de 94°C por 1,5 min, 60°C por 40 segundos (seg) y 72°C por 2 

min. Un ciclo inicial de 94°C por 5 min y una extensión final de 72°C por 5 min. Anexo #6. 
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Tabla 1 Cebadores para detección de Cryptosporidium spp 

ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
spp 

(CRY18s-S1- 

CRY18s-As1) 

Forward TAAACGGTAGGGTATTGGCCT 
 

18S 

rRNA 

 

240 pb 
(71) 

Reverse CAGACTTGCCCTCCAATTGATA 

 

4.3.4. Amplificación por PCR del ADN de Cryptosporidium para identificación de 

especie 

Para la identificación de especies de Cryptosporidium se utilizó una PCR anidada, los 

cebadores se describen en la tabla 2 (72). En la primera PCR se añadieron 12,5 µL de la 

AzuraTaq HS 2X Mix, cebadores a una concentración de 0.3 µM y 2 µL de ADN en un 

volumen final de 25 µL. La amplificación se realizó en un termociclador (Biologix TG 1000) 

con el siguiente programa de temperaturas: 94°C por 3 min para la desnaturalización inicial 

y 35 ciclos de 94°C por 45 seg, 58°C por 45 seg y 72°C por 1 min. La extensión final fue a 

72°C por 10 min.  

Para la segunda PCR (anidada) se mantienen las mismas concentraciones de los 

reactivos, además de agregar 0,5 µL de BSA (10 µg/µL) para mejorar el rendimiento de la 

reacción y 2 µL del amplicón de la primera PCR diluido 1:10, 1:50 o 1:100. El programa 

para la amplificación fue: un ciclo inicial de 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 45 seg, 

59°C por 45 seg y la extensión a 72°C por 1 min y un ciclo de extensión final a 72°C por 

10 min. Anexo #7. 

Tabla 2 Cebadores para la identificación de especies de Cryptosporidium.  

ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
(CryptoX1F – 

CryptoX1R) 

Forward TTCTAGAGCTAATACATGCG  
18S 

rRNA 

 
1325 pb 

(32,72) 

Reverse CCCTAATCCTTCGAAACAGGA 

Cryptosporidium 
(CryptoX2F – 

CryptoX2R) 

Forward GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 18S 

rRNA 

819 ~ 825 

pb Reverse AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
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4.3.5. Amplificación por PCR del ADN de Cryptosporidium para tipificación de C. 

hominis y C. parvum 

Se realizó una segunda PCR anidada para la identificación de subtipos en las muestras 

de C. hominis y C. parvum. Esta prueba amplifica una región del gen codificante para la 

glicoproteína de 60 kDa (gp60), que tiene un alto grado de polimorfismo entre los aislados 

de Cryptosporidium, en especial C. hominis (73). La técnica debió estandarizarse con 

cebadores distintos según el origen de la muestra. Anexo #8. 

Primero, se utilizó la combinación de cebadores LX0374/LX0375 para la primera PCR y 

AL3532/AL3534 para la PCR anidada (74) (Tabla 3).  Para la primera PCR se utilizó 12,5 

µL de AzuraTaq HS 2x Mix, 300 nM de cada cebador, 1 µL de BSA (10 µg/µL), 1 µL de 

ADN en un volumen final de 25 µL (75). Se programó un ciclo inicial de 95°C por 3 min, 

seguido de 35 ciclos de 94°C por 45 seg, 59°C por 45 seg, 72°C por 1 min y una extensión 

final de 72°C por 10 min. 

Para la PCR anidada se mantuvieron las mismas concentraciones de reactivos y se agregó 

1 µL del ADN amplificado en la primera PCR. Las condiciones de temperatura y el número 

de ciclos del termociclador fueron iguales a la primera PCR excepto que la hibridación fue 

a 55°C.  

Tabla 3 Primera combinación de cebadores para tipificación de C. hominis y C. parvum 

ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
(LX0374 - 

LX0375) 

Forward TTA CTC TCC GTT ATA GTC TCC  
gp60 

~955pb (73,74) 

Reverse GGA AGG AAC GAT GTA TCT GA 

Cryptosporidium 
(AL3532 - 

AL3534) 

Forward TCCGCTGTATTCTCAGCC 
gp60 

800 ~ 

850 pb 
(73) 

Reverse GCAGAGGAACCAGCATC 

 

Para las muestras que no amplificaron con esta combinación de cebadores se utilizó una 

nueva combinación que consistió en AL3531/AL3535 para la primera PCR y 

AL3532/AL3534 para la anidada (73) (Tabla 4).  

Tabla 4 Segunda combinación de cebadores para tipificación de C. hominis y C. parvum 
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ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
(AL3531 - 

AL3535) 

Forward ATAGTCTCCGCTGTATTC  
gp60 

 

~945pb (73) 

Reverse GGAAGGAACGATGTATCT 

Cryptosporidium 
(AL3532 - 

AL3534) 

Forward TCCGCTGTATTCTCAGCC 
gp60 

800 ~ 850 

pb 
(73) 

Reverse GCAGAGGAACCAGCATC 

 

Las concentraciones de reactivos se mantuvieron a las utilizadas con la combinación de 

cebadores anteriores y se agregaron 2 µL del ADN patrón en la primera PCR y 2 µL del 

amplicón de esta para la PCR anidada. 

Por último, para las muestras que no amplificaron con los protocolos anteriores se 

utilizaron los amplicones de la primera PCR de ambas combinaciones y se realizó una 

PCR con AL3532/LX0029 para obtener un fragmento de ~350pb que permite tipificar aun 

cuando no se obtiene el fragmento largo (76,77). Las combinaciones quedaron así: primer 

amplicón LX0374/LX0375 y PCR anidada AL3532/LX0029 (Tabla 5) o primer amplicón de 

AL3531/AL3535 y PCR anidada AL3532/LX0029 (Tabla 6). Para estas PCR se utilizaron 

12,5 µL de la AzuraTaq HS 2X Mix, 0.3 µM de cada cebador, 1 µL de BSA (10 µg/µL) y 2 

µL del amplicón de la primera PCR y la mezcla se llevó a un volumen final de 25 µL. Para 

el termociclador se programaron 35 ciclos de 94°C por 45 seg, 55°C por 45 seg y 72°C por 

1 min, un ciclo inicial de 95°C por 3 min y una extensión final de 72°C por 10 min. 

Tabla 5  Tercera combinación de cebadores utilizados para la tipificación de C. hominis y 
C. parvum 

ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
(LX0374 - 

LX0375) 

Forward TTA CTC TCC GTT ATA GTC TCC 
gp60 ~955 pb (73,74) 

Reverse GGA AGG AAC GAT GTA TCT GA 

Cryptosporidium 
(AL3532 - 

LX0029) 

Forward TCCGCTGTATTCTCAGCC gp60 

~350 pb (76,77) 
Reverse CGA ACC ACA TTACAA ATGAAGT gp60 

Se utiliza el primer amplicón de la primera combinación y se realiza una PCR anidada con 

los cebadores AL3532 - LX0029. 
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Tabla 6 Cuarta combinación de cebadores para la obtención del amplicón para la 
tipificación de C. hominis y C. parvum. 

ORGANISMO CEBADORES SECUENCIA REGIÓN TAMAÑO REFERENCIA 

Cryptosporidium 
(AL3531 - 

AL3535) 

Forward ATAGTCTCCGCTGTATTC  
gp60 

 

~945 pb (73) 

Reverse GGAAGGAACGATGTATCT 

Cryptosporidium 
(AL3532 - 

LX0029) 

Forward TCCGCTGTATTCTCAGCC gp60 

~350 pb (76,77) 
Reverse CGA ACC ACA TTACAA ATGAAGT gp60 

Se utiliza el primer amplicón de la segunda combinación y se realiza una PCR anidada 

con los cebadores AL3532 - LX0029. 

Una vez terminadas las PCR, se realizó la electroforesis en el “MultiSUB Midi Midi 

Horizontal Electrophoresis System” con la fuente de C.B.S. SCIENTIFIC para visualizar el 

resultado, y la calidad de la amplificación. En los casos donde el amplicón resultante 

presentó una intensidad muy baja, se utilizó un proceso de enriquecimiento del ADN para 

la secuenciación. Se repitió la PCR anidada en un volumen de 50 µL. Para el resto de los 

casos se estandarizó un protocolo de re-amplificación utilizando como patrón, el amplicón 

de la PCR anidada en un volumen de 50 µL o 75 µL. Anexo #7 y Anexo #8.  

En cada carril del gel se agregaron entre 25 – 30 µL del amplicón, luego con bisturí se 

cortaron los fragmentos de una misma muestra y se transfirieron a un microtubo de 1,5 mL 

para luego continuar con el protocolo de purificación de ADN. 

4.3.6. Purificación de ADN 

La purificación de las bandas esperadas y compatibles se realizó con el kit “Invisorb® 

Fragment CleanUp” o el kit “NucleoSpin Gel and PCR Clean-up” de MACHEREY-NAGEL, 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se extrae el fragmento de ADN del 

gel con un bisturí para transferirlo a un microtubo de 1,5 mL y se agrega un volumen de 

solubilizante (de agarosa) S según el peso del corte del gel. Se incuba a 50°C y luego se 

agregan entre 250 µL a 500 µL de un reactivo para optimizar la unión del ADN al filtro 

(Binding Enhancer).  Se toman aproximadamente 800 µL de la mezcla, se agrega al filtro 

y se centrifuga; luego se adicionan 500 µL de buffer de lavado para nuevamente 

centrifugar, este paso es realizado 2 veces. Por último, se transfiere el filtro a un nuevo 
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tubo de microcentrífuga en el que se agregan 25 µL de buffer de elución y se incuban a 

temperatura ambiente por 10 m para centrifugar una última vez (78). Anexo # 9 y #10. 

Para confirmar la cantidad de ADN en los amplicones obtenidos, se realizó una segunda 

electroforesis al 1 % utilizando 1 µL de muestra y 4 µL de buffer de carga. Una vez finaliza 

la electroforesis se toma una foto con el fotodocumentador de NIPPON Genetics 

“FastGene FAS-DIGI PRO” y se utiliza el programa ImageJ (79) para identificar si la banda 

es visible bajo estos parámetros y si el tamaño es el correcto. Se considera que hay 

suficiente ADN si la banda se recupera en estas condiciones.  

4.3.7. Secuenciación  

Los amplicones purificados de la PCR anidada de 18S rRNA y gp60 fueron enviados a 

Macrogen® Corp., Seúl, Corea del Sur, para ser secuenciados por el método de Sanger 

en ambos sentidos (forward y reverse) en un secuenciador ABI 3730XL. 

4.4. Análisis bioinformático  

Para seleccionar las secuencias adecuadas para el análisis, se realizó un control de 

calidad de los cromatogramas en crudo obtenidos de Macrogen. Se generó un código con 

ChatGPT que utiliza Biopython para evaluar la calidad de los cromatogramas. El código 

utiliza el umbral de calidad estandarizado (Phred ≥ 20) (80) para evaluar la fiabilidad de 

las bases generadas por secuenciación. A partir de este, analiza en los cromatogramas la 

cantidad de bases que cumplan con este parámetro, así como el promedio de Phred a lo 

largo de toda la secuencia y, realiza una gráfica de calidad que visualiza estos resultados 

(Figura 6). Las secuencias de baja calidad se reportaron a Macrogen para su revisión. 
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Figura 6 Gráfica de calidad de cromatograma obtenida con Biopython. La línea punteada 
roja marca el punto de corte de calidad y la línea azul la calidad de cada base; entre más 
arriba del umbral mayor calidad y entre más constante sea la línea azul mayor será el 
promedio de Phred de toda la secuencia.  

4.4.1. Análisis de especies y subtipos  

Los cromatogramas seleccionados fueron procesados con el programa CryptoGenotyper 

1.5, disponible en el servidor público de Galaxy (https://usegalaxy.eu/). Este programa 

recibe como input los cromatogramas en crudo y se encarga de editarlos utilizando los 

parámetros más adecuados para secuencias de Cryptosporidium (81). Para analizarlos se 

le puede indicar la pareja forward/reverse de cada muestra para que analice ambos 

cromatogramas y genere el contig, o en algunos casos donde no fue posible analizar las 

muestras como contigs se pueden procesar cromatogramas forward y reverse por 

separado. Esta herramienta permite la determinación de especies por medio del gen 18S 

rRNA y el análisis de subtipos con base en el gen de la proteína gp60 (60). Las secuencias 

obtenidas fueron exportadas a formato FASTA. 

Para aquellas muestras en las que el programa no logró identificar el contig, se utilizó el 

programa BioEdit 7.7.1 que permitió generarlo a partir de los FASTA del forward y reverse. 

Una vez se obtuvieran todos los contigs resultantes, se analizaron con la herramienta 

BLAST del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y con el BLAST de la base de 

datos especializada en Cryptosporidium, CryptoDB 

(https://cryptodb.org/cryptodb/app/workspace/blast/new). Después de esto, se 

seleccionaron secuencias de referencia para los genes 18S rRNA y gp60 de 

Cryptosporidium. Estas secuencias, junto con los contigs, fueron alineadas con ClustalW 

(82) en MEGA 12 (83), y se cortaron los extremos, luego se utilizó TrimAl que puede 

identificar las regiones con más gaps y cortar bajo los mejores parámetros sin afectar el 

alineamiento, pero eliminando el posible ruido.  

A partir de las secuencias se construyó un árbol filogenético de máxima verosimilitud con 

1000 repeticiones utilizando IQTree v3 (84,85) y MEGA 12 para su visualización. Las 

secuencias de referencia utilizadas en el árbol del 18S rRNA fueron descargadas de SILVA 

(https://www.arb-silva.de/) una base de datos especializada en secuencias de ADN 

ribosomal y las secuencias de referencia para gp60 se obtuvieron de CryptoDB y el NCBI. 
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4.4.2. Análisis de diversidad  

Para el análisis de poblaciones se utilizaron DnaSP v6 (86) y Arlequin v3.5.2.2 (87). A 

partir de los alineamientos realizados en ClustalW, estos se abrieron en el programa 

DnaSP donde se definieron las 4 poblaciones: humanos, mascotas, vegetales y bovinos. 

Para cada población se analizaron los parámetros de diversidad genética, incluyendo 

número de haplotipos, diversidad haplotípica y diversidad nucleotídica (π). Se realizaron 

también las pruebas de neutralidad de Tajima’s D y Fu’s Fs para evaluar si la población 

sigue un modelo de evolución neutral (tamaño poblacional y diversidad genética 

constantes). Estas pruebas detectan desviaciones que pueden indicar cambios en 

haplotipos, tamaño poblacional o tasas de mutación, revelando eventos evolutivos como 

cuellos de botella (reducción poblacional), expansiones poblacionales o selección 

estabilizadora/equilibradora (88). Anexo #11.  

Cada prueba se realizó con 1000 repeticiones para determinar la significancia estadística 

(valor p), y se consideraron estadísticamente significativos los valores de p < 0,05. Una 

vez se obtuvieron estos análisis, se utilizó DnaSP para generar el archivo “.arp” (Arlequin 

Project File) y “.hap” (haplotipos) con las poblaciones definidas para analizar en Arlequin, 

donde se llevó a cabo un análisis de varianza molecular (AMOVA) y se calcularon 

estadísticas del índice de fijación (FST) para evaluar la diferenciación genética entre las 

cuatro poblaciones. Entre más alto sea el valor del FST, mayor es la diferenciación genética 

entre las poblaciones; si el valor se encuentra cerca de 0 significa que la diferenciación 

genética es baja o nula (76). Se utilizó DnaSP para generar un archivo con los haplotipos 

“.nex” (NEXUS Haplotype data file) y construir la red de haplotipos en PopART (89). Todos 

los análisis se realizaron para los marcadores 18S rRNA y gp60.  

4.4.3. Secuencias sometidas al Genbank 

Se sometieron al NCBI 6 secuencias de buena calidad provenientes de 3 muestras: un 

bovino (B070), un humano (PI083) y un vegetal (V088). Para cada una se sometió el contig 

del 18S rRNA, con los números de acceso PX907833 – PX907835, y el gp60, con su 

respectiva identificación y sus números de acceso PX911347 – PX911349 
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Figura 7 Resumen del análisis bioinformático y programas utilizados.  
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5. RESULTADOS  

5.1. Muestras humanas 

Los donantes de las muestras humanas residían en la región urbana de Cali, Colombia, 

como se observa en la figura 8.  Para esta población, en el estudio previo “Diagnóstico 

molecular de parásitos intestinales en una población universitaria en Cali” se recolectaron 

diversos datos, correspondientes a variables sociodemográficas, hábitos alimenticios y el 

contacto con fuentes de infección (Tabla 7). 

 

Figura 8 Distribución geográfica de aislados humanos. El mapa se realizó utilizando el 
programa Google Earth Pro, en el cual se ingresaron las coordenadas de los barrios de 
residencia de los aislados humanos, que se reflejan como puntos rojos en la imagen. La 
zona urbana de la ciudad se observa en el recuadro. 
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Tabla 7 Características demográficas de los participantes humanos (n = 23) 

Variable Categoría n (%) 

Edad 

18–20 años 3 (13,0) 

21–23 años 8 (34,8) 

24–26 años 6 (26,1) 

27–31 años 6 (26,1) 

Sexo 
Femenino 13 (56,5) 

Masculino 10 (43,5) 

Estrato 

1–2 7 (30,4) 

3 9 (39,1) 

4–5 7 (30,4) 

Zona de residencia 

Sur 9 (39,1) 

Nororiente 9 (39,1) 

Oriente 2 (8,7) 

Distrito Agua Blanca 2 (8,7) 

Corregimiento 1 (4,3) 

Mascotas 
Sí 12 (52,2) 

No 11 (47,8) 

Agua de grifo 
Sí 20 (87,0) 

No 3 (13,0) 

Lava frutas/verduras 
Sí 20 (87,0) 

No 3 (13,0) 

Compra alimentos 

Supermercado 13 (56,5) 

Mercado 5 (21,7) 

Mixto 3 (13,0) 

Tienda 2 (8,7) 

Alimentos empacados 
Sí 5 (21,7) 

No 18 (78,3) 

Viajes último año 
Sí 15 (65,2) 

No 8 (34,8) 

Exposición animal 

Sin contacto 12 (52,2) 

Solo domésticos 1 (4,3) 

Aves de corral 3 (13,0) 

Caballos 2 (8,7) 

Porcino 1 (4,3) 

Exposición múltiple 4 (17,4) 
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Actividades terrestres 

Sí 12 (52,2) 

No 6 (26,1) 

NA 5 (21,7) 

Actividades acuáticas 

Sí 16 (69,6) 

No 2 (8,7) 

NA 5 (21,7) 

Síntomas GI 
Sí 7 (30,4) 

No 16 (69,6) 

Antecedente parasitosis 
Sí 3 (13,0) 

No 20 (87,0) 

Poliparasitismo (PCR) 
Sí 9 (39,1) 

No 14 (60,9) 

 

Esta población de adultos jóvenes (21 – 23 años) en su mayoría no presentaban síntomas 

asociados a la presencia del parásito (69,5 %).  ni tenían antecedentes de parasitismo (87 

%)  

La PCR anidada para la identificación de especies debió estandarizarse y en las 

condiciones de laboratorio fue necesario diluir el amplicón de la primera PCR 1:10 para 

disminuir la concentración de los inhibidores, permitiendo la amplificación del segundo 

producto de PCR (Figura 9). Durante la estandarización también se hicieron diluciones 

1:50 y 1:100 y aún se obtuvo amplificación, lo cual se tuvo en cuenta para intentar 

recuperar muestras en casos en que no amplificaran con la dilución 1:10. 
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Figura 9 Resultados de la PCR para la identificación de especie en muestras de humanos. 
Todos los amplicones son de la PCR anidada. Tamaño esperado: ~ 800 pb; Carril 1 y 15: 
GeneRuler 100 bp Plus de Thermo Scientific™; Carril 2 – 6, 8, y 10 – 12: muestras 
positivas; Carril 7 y 9: muestras negativas; Carril 14: control positivo. Foto tomada con el 
LED FastGene FAS-DIGI PRO (NIPPON Genetics Europe). 

De un total de 31 muestras incluidas en el estudio, 23 (74,1 %) fueron secuenciadas para 

la identificación de especie. Todas las muestras fueron confirmadas como C. parvum 

utilizando CryptoGenotyper y verificadas con BLAST (NCBI y CryptoDB) con un porcentaje 

de identidad entre el 90 – 100 % para C. parvum y Cryptosporidium parvum Iowa II (Tabla 

8). 

Tabla 8 Análisis de secuencias de los aislados humanos para la identificación de 
especies (18S rRNA)  

MUESTRA 

CryptoGenotyper NCBI CryptoDB 

Species E-value 
Percent 
Identity Especie E-value 

Percent 
Identity Especie E-value Score 

Percent 
Identity 

EH006 C. parvum 0 97,80 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1454,8 100,00 % 

EH009 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,88 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1445,8 100,00 % 

EH038 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 96,59 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1178,9 96,19 % 

EH039 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,40 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1445,8 100,00 % 

EH040 C. parvum 0 97,90 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1343 100,00 % 

EH048 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,50 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1419,6 99,50 % 

EH055 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 98,71 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1331,3 98,83 % 
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EH063 C. parvum 0 97,30 % C. parvum 0 91,28 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 976,9 91,01 % 

EH065 C. parvum 0 94,40 % C. parvum 0 99,37 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1400,7 99,12 % 

EH069 C. parvum 0 91,30 % C. parvum 0 99,88 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1441,3 99,88 % 

EH073 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1385,4 97,70 % 

EH079 C. parvum 0 99,80 % C. parvum 0 95,57 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1256,4 95,19 % 

EH083 C. parvum 0 97,50 % C. parvum 0 97,86 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1252,8 97,86 % 

EH086 C. parvum 0 99,30 % C. parvum 0 99,51 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1427,8 99,26 % 

EH088 C. parvum 0 99,60 % C. parvum 0 99,39 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1449,4 99,39 % 

EH089 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1305,1 100,00 % 

EH095 C. parvum 0 99,60 % C. parvum 0 99,26 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1418,7 99,25 % 

EH096 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,50 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1424,1 99,75 % 

EH099 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,64 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1467,4 99,64 % 

EH106 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 99,47 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1339,4 99,34 % 

EH123 C. parvum 0 99,40 % C. parvum 0 99,44 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1279,9 99,44 % 

EH125 C. parvum 0 99,70 % C. parvum 0 99,23 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1369,1 99,11 % 

EH127 C. parvum 0 99,30 % C. parvum 0 99,09 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1334 99,09 % 

Las muestras fueron identificadas colocando una E de especie seguida de una letra para 
denotar la fuente: H = Humano, y el consecutivo correspondiente. 

5.2. Mascotas 

El estudio se inició con 28 muestras de mascotas positivas para Cryptosporidium y se logró 

identificar la especie en 14 de ellas: el 21 % (3) de gatos y el 79 % (11) de perros. Tres 

mascotas pertenecían a dueños con reporte positivo para Cryptosporidium spp. según 

datos del estudio previo.  

Siguiendo el mismo protocolo para la PCR anidada de humanos, las 14 muestras de 

mascotas secuenciadas fueron identificadas como C. parvum. (Figura 10 y Tabla 9).  
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Figura 10 Identificación de especie en muestras de mascotas. Todos los amplicones son 
de la PCR anidada. Amplicón: ~ 800 pb; Carril 1 y 15: GeneRuler 100 bp Plus de Thermo 
Scientific™; Carril 2 – 7 y 9 – 13: positivas; Carril 8 muestra negativa Carril 14: control 
positivo. 

Tabla 9 Análisis de secuencias para la identificación de especie en muestras de 
mascotas (18S rRNA) 

MUESTRA 

CryptoGenotyper NCBI CryptoDB 

Species E-value 
Percent 
Identity Especie E-value 

Percent 
Identity Especie E-value Score 

Percent 
Identity 

EM029.3 C. parvum 0 96,10 % C. parvum 0 95,19 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1130,2 95,19 % 

EM032.1 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,87 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1332,2 98,95 % 

EM053.1 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 96,46 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1188,8 96,19 % 

EM055.1 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 99,76 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1468,3 99,88 % 

EM058.3 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,87 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1354,7 99,87 % 

EM085.1 C. parvum 0 95,30 % C. parvum 0 99,17 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1272,7 99,17 % 

EM087.1 C. parvum 0 99,70 % C. parvum 0 99,23 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1367,3 98,74 % 

EM087.2 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 97,76 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1367,3 98,74 % 

EM096.1 C. parvum 0 95,40 % C. parvum 0 98,97 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1342,1 99,47 % 

EM097.2 C. parvum 0 99,60 % C. parvum 0 99,62 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1417,8 99,62 % 

EM111.2 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,75 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1418,7 99,75 % 

EM118.1 C. parvum 0 99,30 % C. parvum 0 96,46 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1259,1 96,54 % 
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EM136.1 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 99,75 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1435 99,75 % 

EM138.1 C. parvum 0 98,70 % C. parvum 0 99,39 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1441,3 99,39 % 

Muestras etiquetadas con E de especie, M de mascota y el número original de muestra. 
La identificación utilizando CryptoGenotyper y verificadas con NCBI y CryptoDB 

presentan homologías > 95 %. 

5.3. Vegetales 

De los 86 vegetales recolectados, 17 fueron positivos con la tinción de Kinyoun y se 

observaron ooquistes compatibles con Cryptosporidium spp. La confirmación de este 

hallazgo se realizó con un PCR monoplex convencional. Los vegetales positivos fueron: 

perejil, cilantro y lechuga, siendo el perejil el que se encontró contaminado con mayor 

frecuencia (37,5 %) (Tabla 10).   

Tabla 10 Frecuencia de Cryptosporidium en vegetales.  

Vegetal Total Positivos  % Positivos 

Cilantro 40 9 22.5 

Lechuga 18 2 11,1 

Perejil 16 6 37,5 

Otros 12 0 0 

 

La especie de Cryptosporidium se identificó en 13 muestras de vegetales. La distribución 

geográfica de estos en comparación con los humanos se observa en la figura 11.  
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Figura 11 Ubicación geográfica del sitio de recolección de muestras de vegetales 
contaminados (azul) y de los barrios de residencia de los aislados humanos (rojo). La 
gráfica se realizó ingresando las coordenadas de los barrios de residencia y las direcciones 
de las tiendas donde se obtuvieron los vegetales positivos. 

Entre estos vegetales, el 46,2 % (6) eran cilantros, el 38,5 % (5) perejil y el 15,4 % (2) 

lechuga. Al realizar el conteo de ooquistes en los vegetales, se obtuvo el nivel de 

contaminación de cada muestra, que se presenta en la tabla 11. 

Tabla 11 Nivel de contaminación de los vegetales utilizados en el análisis (n = 13). 

Muestra Tipo Densidad (ooquistes x g) 
Nivel de 

contaminación 
V019 Cilantro 70 Moderada 

V020 Lechuga 80 Moderada 

V029 Cilantro Sin cuantificar Sin dato 

V039 Cilantro 10 Moderada 

V042 Cilantro 10 Moderada 
V054 Lechuga 170 Alta  

V055 Perejil 150 Alta  

V062 Perejil liso 30 Moderada 

V070 Cilantro 10 Moderada 

V088 Perejil crespo 100 Alta  
V091 Perejil 70 Moderada 

V104 Perejil 460 Alta  
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V106 Cilantro 1330 Alta  

 

Para el 38,5 % (5) de los vegetales se identificó una contaminación alta y para el 53,8 % 

(7) una contaminación moderada.  

Durante la estandarización de la PCR para la identificación de especie, se siguió el 

protocolo empleado para las muestras anteriores, pero en vegetales se obtuvo un 

rendimiento menor, ya que en la mayoría de los casos la concentración de ADN resultó 

insuficiente para la secuenciación (Figura 12).  

 

Figura 12 Resultados de la PCR para la identificación de especie en muestras de 
vegetales. Todos los amplicones son de la PCR anidada. Tamaño esperado: ~ 800 pb; 
Carril 1 y 15: GeneRuler 100 bp Plus de Thermo Scientific™; Carril 2: control negativo; 
Carril 4 – 13: muestras positivas; Carril 14: control positivo.  

Para resolver esta limitante, se realiza un enriquecimiento de la muestra mediante 

reamplificación, obteniendo una mayor cantidad de ADN para su extracción del gel y su 

concentración mediante elución en un menor volumen. En algunas muestras fue necesario 

utilizar las diluciones 1:50 y 1:100 del ADN extraído para realizar la PCR anidada, lo que 
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reduce los inhibidores a expensas de una menor concentración final del amplicón. Anexo 

#12. 

Todas las muestras de vegetales secuenciadas fueron caracterizadas como C. parvum 

(Tabla 12). 

Tabla 12  Análisis de secuencias para la identificación de especie de Cryptosporidium en 
vegetales 

MUESTRA 

CryptoGenotyper NCBI CryptoDB 

Species E-value 

Percent 

Identity Especie E-value 

Percent 

Identity Especie E-value Score 

Percent 

Identity 

EV019 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 93,77 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1215 92,87 % 

EV020 C. parvum 0 91,10 % C. parvum 0 99,14 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1414.2 99,38 % 

EV029 C. parvum 0 95,00 % C. parvum 0 95 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1139.2 95,03 % 

EV039 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 100 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1286.2 99,86 % 

EV042 C. parvum 0 99,30 % C. parvum 0 99,26 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1420.5 99,25 % 

EV054 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 98,78 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1401.6 98,65 % 

EV055 C. parvum 0 98,60 % C. parvum 0 97,73 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1306 97,10 % 

EV062 C. parvum 0 99,90 % C. parvum 0 98,88 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1254.6 98,88 % 

EV070 C. parvum 0 99,20 % C. parvum 0 99 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1270.9 99,17 % 

EV088 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,73 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1335.8 99,73 % 

EV091 C. parvum 0 99,70 % C. parvum 0 97,94 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1370.9 97,70 % 

EV104 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 98,74 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1364.6 98,74 % 

EV106 C. parvum 0 99,20 % C. parvum 0 99,05 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1287.1 98,91 % 

Las muestras se denotan con E seguido de V para vegetales y el número de muestra. C. 

parvum fue identificado con porcentajes de identidad promedios reportados en BLAST 

entre 98,25 % y 98,10 %. 

5.4. Bovinos 

Los 11 bovinos positivos para Cryptosporidium spp. procedían de fincas entre la ciudad de 

Palmira y Cali. La mayoría eran hembras (10/11), de la raza Gyrolando y en un rango de 

edad entre 4 – 15 días (Tabla 13).  

Tabla 13 Origen y características de las muestras de bovinos.  

Muestra 
Edad 

(días) 
Sexo Raza Síntomas Kinyoun 

BioK 

306 

B057 42 Hembra Jersey Asintomático  Positivo Negativo 

B070 14 Hembra Gyrolando Asintomático  Positivo Positivo 
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B077 42  Macho Gyrolando Asintomático  Positivo Positivo 

B081 5 Hembra Gyrolando Positivo diarrea Positivo Positivo 

B082 8 Hembra Gyrolando Asintomático  Positivo Positivo 

B083 4 Hembra Gyrolando Asintomático  Negativo Positivo 

B084 5 Hembra Gyrolando Asintomático  Positivo Negativo 

B086 10 Hembra Gyrolando Positivo diarrea Positivo Positivo 

B087 10 Hembra Gyrolando Asintomático Positivo Positivo 

B088 15 Hembra Gyrolando Positivo diarrea Positivo Positivo 

B089 12 Hembra Gyrolando Asintomático Positivo Positivo 

Gyrolando y Jersey: razas de los terneros. BioK 306: kit comercial para la detección de 

antígeno de Cryptosporidium. 

Aunque no se encontró una relación entre las razas se ha mencionado en previos estudios 

que el tipo de manejo de las crías varía con las razas, por ejemplo, en un trabajo 

se estableció que los terneros Jersey y Angus tenían una mayor probabilidad de 

desarrollar diarrea neonatal bovina que la raza Holstein. Los terneros de la raza Gyrolando 

se criaron en sistemas de pastoreo abierto lo que aumenta el riesgo de transmisión de la 

enfermedad (90).  

A diferencia de las muestras de otras fuentes en la PCR anidada, se logró una 

amplificación con una buena cantidad de ADN sin necesidad de diluir el amplicón de la 

primera PCR (Figura 13).  
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Figura 13 Resultados de PCR para la identificación de especie de Cryptosporidium en 
muestras de bovinos. Tamaño esperado primera PCR: 1325pb. Tamaño esperado PCR 
anidada ~800 pb. Carril 1 y 10: HyperLadder™ 100 bp de Bioline; Carril 11 – 15: muestras 
positivas para la primera PCR. Carril 2: control negativo PCR anidada; Carril 3 – 8: 
muestras positivas para la PCR anidada; Carril 9: Control positivo. 

De las 11 muestras secuenciadas 10 (98 %) fueron C. parvum y una (2 %) se identificó 

como C. bovis. Los porcentajes de identidad en promedio para las secuencias de C. 

parvum fue de 98,75 % entre las diferentes bases de datos.  En el caso del C. bovis se 

obtuvo porcentajes de identidad de 99,63 % a 100 % (Tabla 14). 

Tabla 14 Resultados de la identificación de especie con base al gen 18S rRNA para las 
muestras de bovinos 

MUESTRA 

CryptoGenotyper NCBI CryptoDB 

Species E-value 
Percent 
Identity Especie E-value 

Percent 
Identity Especie E-value Score 

Percent 
Identity 

EB057 C. bovis 0 100,00 % C. bovis 0 99,63 % Cryptosporidium meleagridis strain UKMEL1 0 1268,2 94,74 % 

EB070 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 97,33 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1229,4 97,20 % 

EB077 C. parvum 0 96,10 % C. parvum 0 97,45 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1236,6 97,32 % 

EB081 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,86 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1300,6 99,86 % 

EB082 C. parvum 0 97,50 % C. parvum 0 97,58 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1245,6 97,58 % 

EB083 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 99,88 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1441,3 99,88 % 

EB084 C. parvum 0 97,50 % C. parvum 0 97,72 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1251,9 97,72 % 
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EB086 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1335,8 100,00 % 

EB087 C. parvum 0 96,40 % C. parvum 0 97,65 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1208,6 97,65 % 

EB088 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1341,2 100,00 % 

EB089 C. parvum 0 100,00 % C. parvum 0 100,00 % Cryptosporidium parvum Iowa II 0 1344,8 100,00 % 

Se utiliza el marcaje previamente estipulado con la B de bovino. 

5.5. Análisis de diversidad de especies 

5.5.1. Análisis filogenético 18S rRNA 

En total, se tipificaron 61 muestras de diferentes fuentes a nivel de especie. A partir de 

estas secuencias, se construyó un árbol filogenético con secuencias de referencia. Se 

incluyó C. ubiquitum como grupo externo (outgroup), así como C. bovis y C. parvum, las 

dos especies encontradas en este estudio, con el fin de visualizar la relación filogenética 

entre las muestras analizadas. 

Adicionalmente, se agregaron secuencias reportadas por Uran-Velasquez et al. (32), 

recolectadas en niños escolares de dos provincias de Colombia (Antioquia y Santander). 

También, se incluyó una secuencia de ternero recolectada entre 2010 y 2012 en el área 

central de Colombia por Avendaño et al. (91), una secuencia de materia fecal de perro de 

Brasil (MF589923.1), una secuencia de bovino de Brasil reportada por Toledo et al. (92), 

y una secuencia de cabra en Argentina reportada por Basset et al. (93). El árbol 

filogenético resultante se muestra en la figura 14. 
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Figura 14 Árbol filogenético de especies para el marcador 18S rRNA. Árbol de máxima 
verosimilitud realizado con el modelo Hasegawa–Kishino–Yano y 1000 repeticiones. Las 
secuencias de este estudio se denotan como: EH=humano, EM=mascota, EV=vegetal, 
EB=bovino y se demarcan con un punto previo al nombre. Secuencias de Uran-Velasquez 
et al.: MF142032.1, MT648480.1, MT648478.1, MT648479.1. Secuencia de Avendaño et 
al.: MF142032.1. Secuencia de perro en Brasil: MF589923.1. Secuencia de Toledo et al.: 
KX929933.1. Secuencia de Basset et al.: PX468531.1. Secuencias de referencia: C. 
parvum (L16996), C. parvum Iowa II (AAEE01000001), C. bovis (EF514234). Outgroup: C 
ubiquitum (LRBP01000038). 

La mayoría de las secuencias provienen del mismo ancestro y no hay grandes diferencias 

entre ellas. Hay algunas ramificaciones con diferentes niveles de confianza; entre estas, 

la relación entre el bovino identificado como C. bovis y la secuencia de referencia para 

esta especie, cuyo nodo, tiene un valor de soporte de 100. Hay pequeños clados que se 

distinguen como el de las secuencias de Uran-Velasquez et al., que se separan del clado 

central y las secuencias de este estudio. Dentro de este, se visualizan dos clados con 

valores de soporte alto que agrupan secuencias de todos los hospederos. Se observan 

siete subclados: uno con dos secuencias humanas y una de vegetal; otro con una 

secuencia humana y una de vegetal; un tercero con una de bovino y otra de vegetal; y los 

restantes se conforman entre secuencias de los mismos hospederos. Esto podría sugerir 

una transmisión localizada, contaminación de productos frescos por actividad ganadera, o 

transmisión microepidémica. 

5.5.2. Análisis de haplotipos y diversidad genética 18S rRNA 

Para el análisis de diversidad genética se utilizaron los programas DnaSP y Arlequin. Para 

la diversidad molecular básica de cada población, se obtuvieron los siguientes resultados 

(Tabla 15). 

Tabla 15 Diversidad molecular por poblaciones para las secuencias del gen 18S rRNA 

Población 
N 

(secuencias) 
Diversidad 

nucleotídica (π) 
Sitios 

analizados* 

Sitios 

polimórficos (S) 

Diferencias 

promedio (k) 
Theta-W por 

sitio (θW) 

Humano 23 0,10467 558 481 78,290 0,19588 
Bovino 11 0,12617 656 431 91,093 0,20723 
Mascota 14 0,20865 661 466 164,205 0,18996 
Vegetal 13 0,10852 640 426 78,893 0,19171 
Total 61 0,13239 525 595 104,988 0,17304 

* Sitios analizados excluyendo posiciones con gaps o datos faltantes.  
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Al comparar los parámetros de diversidad molecular del 18S rRNA, se obtuvo que la 

diversidad nucleotídica (π) global fue de 0,13239. Entre las poblaciones, los niveles de S 

y θW fueron similares, pero π fue mayor en la población de mascotas (π = 0,208), seguida 

por la de bovinos y la de vegetales, mientras que en los humanos fue el más bajo (π = 

0,10467). Estos valores evidencian que la distribución de las mutaciones difiere entre 

hospedadores.  

Para determinar la distribución de la variación genética dentro y entre poblaciones, se llevó 

a cabo un análisis de varianza molecular (AMOVA) a partir de las secuencias del gen 18S 

rRNA (Tabla 16). 

Tabla 16 Análisis de la diversidad molecular de varianza (AMOVA) entre las secuencias 
del 18S rRNA 

Fuente de 

variación 
g.l. 

Suma de 

cuadrados 

Componente de 

varianza 
% de variación 

Entre poblaciones 3 174,414 Va = −0,07134 −0,12 % 

Dentro de 

poblaciones 

57 3373,996 Vb = 59,19291 100,12 % 

Total 60 3548,410 59,12157 100 % 

*Índice de fijación (FST): −0,00121. Prueba de significancia (1023 permutaciones): P = 

0,41349 ± 0,01409 

Se identificó que, para el 18S rRNA, la variabilidad genética se concentra dentro de las 

poblaciones. El componente de varianza Va de −0,071 señala la ausencia de 

estructuración poblacional, indicando que las diferencias no dependen de la fuente o tipo 

de hospedero. El índice de fijación obtenido (FST = −0,00121) y el p no significativo (P = 

0,413) confirman esto.  

Para complementar el análisis de diversidad genética, se aplicaron pruebas de neutralidad 

con el objetivo de inferir posibles desviaciones del modelo de evolución neutral (Tabla 17). 

Tabla 17 Resultados de las pruebas de neutralidad para las secuencias del 18S rRNA 

Población Fu & Li D* Fu & Li F* Fu’s Fs  Significancia  Tajima’s D 
P-valor 

Tajima 
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Humano -3,85 -4,04 4,061 P < 0,02 -2,296 0,001 

Bovino -2,50 -2,74 8,986 P < 0,02 -1,953 0,006 

Mascota 0,68 0,53 4,085 No significativa 0,471 0,743 

Vegetal -2,95 -3,19 6,509 P < 0,02 -2,052 0,002 

 

Se realizaron las pruebas de Fu & Li (D*, F*) para evaluar las mutaciones raras Fu’s Fs 

para exceso en haplotipos y Tajima’s D para evaluar la evolución de la población. Con 

base en lo anterior, en humanos, bovinos y vegetales se observó una posible expansión 

poblacional con mutaciones externas, pero con un bajo número de haplotipos, además de 

posibles variantes raras, lo que indica una posible expansión poblacional reciente y la 

desviación del modelo de evolución neutral. Mientras que en las mascotas los valores 

indican que su evolución se ajusta a un modelo neutral. 

Adicionalmente, se analizó la diversidad haplotípica para describir la variabilidad genética 

y la distribución de haplotipos del gen 18S rRNA entre las poblaciones estudiadas (Tabla 

18). 

Tabla 18 Diversidad haplotípica en las poblaciones de las muestras del 18S rRNA 

Población 
h 

(haplotipos) 

Diversidad haplotípica 

(Hd) 

Humano 15 0,858 

Bovino 7 0,818 

Mascota 12 0,967 

Vegetal 9 0,872 

Total 39 0,873 

 

Se identificó un total de 39 haplotipos entre las diferentes poblaciones. Aunque humanos 

y mascotas se distribuyeron en un número de haplotipos, la diversidad haplotípica fue 

notablemente superior en mascotas comparada con humanos, cuyos valores fueron 

similares a los de bovinos y vegetales. Con los haplotipos se realizó la red TCS (parsimonia 

estadística) (94) para visualizar su distribución entre las 4 fuentes, la cual se presenta en 

la figura 15. 
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Figura 15 Red haplotípica TCS para secuencias del 18S rRNA. En la red se visualizan 39 
haplotipos representados en círculos de diferentes colores según la fuente (Humano=rojo, 
mascota=amarillo, vegetal=morado, bovino=azul). Cada línea lateral representa las 
mutaciones entre los haplotipos. Recuadro rojo: grupo de secuencias separado del núcleo 
central.   

En la red se identificó solo una secuencia por haplotipo en la mayoría de los casos, excepto 

en el nodo central, que fue el haplotipo 5, conformado por 9 secuencias de muestras de 

humanos, 3 de mascotas, 5 de vegetales y 5 de bovinos y el haplotipo 8, conformado por 

una secuencia de humano y una de vegetal. También se observó un grupo de secuencias, 

separado del haplotipo central, conformado por secuencias de las diferentes fuentes 

(recuadro rojo). 

5.6. Tipificación de Cryptosporidium parvum 

Durante el proceso de estandarización de la PCR, se optó por utilizar diferentes pares de 

cebadores para mejorar el rendimiento, debido a que la proteína gp60 es altamente 

polimórfica. (Figura 16). 

 

Figura 16 Resultados PCR para identificación de subtipos con muestras de bovinos. 
Tamaño esperado primera PCR: ~945 pb. Tamaño esperado PCR anidada: ~800 pb. Carril 
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1 y 9: HyperLadder™ 100 bp de Bioline; Carril 10 – 14: amplicón positivo primera PCR; 
Carril 15: control positivo primera PCR; Carril 2: control negativo PCR anidada; Carril 3 – 
7: amplicón positivo PCR anidada; Carril 8: control positivo PCR anidada.  

Se secuenciaron en total 33 muestras para el gen gp60 de todas las fuentes; 10 eran de 

bovinos (30,3 %) y el programa CryptoGenotyper confirmo que el 100% pertenecían al 

subtipo C. parvum IIaA17G2R1. En las 23 muestras restantes, que incluían muestras de 

origen humano, vegetal y de mascotas, estas últimas no pudieron ser caracterizadas 

mediante el gp60. 9 secuencias no fueron de buena calidad y 8 correspondieron a 

bacterias comunes de la microbiota intestinal y oportunistas del medio ambiente. Cinco 

secuencias fueron analizadas con éxito incluyendo 3 humanos: 2 clasificados como C. 

parvum IIaA17G2R1 y 1 como C. parvum IIaA16G2R1. Dos aislados de vegetales se 

determinaron uno como C. parvum IIaA17G2R1 y el otro como C. parvum IIaA12R1. En 

las tablas 19 y 20 se presentan los resultados. 

Tabla 19 Análisis de subtipos basado en el gen gp60 según CryptoGenotyper y 
CryptoDB. 

MUESTRA CryptoGenotyper Crypto DB 

Subtype Avg. Phred Quality Query 
Coverage 

E-
value 

Percent 
Identity 

Especie E-value Identity 

TB070 IIaA17G2R1 54,63(F); 57,85(R) 97 % 0 99,76 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,77 % 

TB077 IIaA17G2R1 53,3(F); 58,03(R) 98 % 0 99,88 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,76 % 

TB081 IIaA17G2R1 51,64(F); 58,24(R) 99 % 0 99,76 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,03 % 

TB082 IIaA17G2R1 55,38(F); 57,15(R) 96 % 0 99,88 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,77 % 

TB083 IIaA17G2R1 48,65(F); 48,53(R) 100 % 0 99,74 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,61 % 

TB084 IIaA17G2R1 52,38(F); 56,56(R) 98 % 0 99,88 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,76 % 

TB086 IIaA17G2R1 54,56(F); 58,77(R) 98 % 0 99,76 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,76 % 

TB087 IIaA17G2R1 55,26(F); 57,65(R) 98 % 0 99,88 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,76 % 

TB088 IIaA17G2R1 55,27(F); 58,07(R) 98 % 0 99,64 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,76 % 

TB089 IIaA17G2R1 54,25(F); 57,48(R) 98 % 0 99,88 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,76 % 

TH040 IIaA17G2R1 27,85(F); 49,94(R) 98 % 0 99,40 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,41 % 

TH065 IIaA16G2R1 47,1(F); 51,82(R) 99 % 0 99,10 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 98,47 % 

TH083 IIaA17G2R1 44,3(F); 53,58(R) 100 % 0 99,87 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,74 % 

TV088 IIaA12R1 45,99(F); 53,21(R) 100 % 0 99,35 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 

0 99,22 % 

TV106 IIaA17G2R1 43,0(F); 51,23(R) 98 % 0 99,40 % Cryptosporidium parvum 

IOWA-ATCC* 
0 99,42 % 
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Para identificar las secuencias utilizadas en la identificación de subtipos se marcaron con 
T de tipificación seguido de una letra indicando fuente (B=bovino, H=humano, V=vegetal) 
y el número de muestra. *cepa de C. parvum. 

Tabla 20 Resultados de la identificación de subtipos con el BLAST del NCBI.  

MUESTRA 

NCBI 

Especie  E value 
Percent 
Identity 

Accession 
Number 

Percent 
Identity 

Accession 
Number 

TB070 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB077 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB081 C. parvum 0 99,16 % AY048666.1 99,15 % JF727756.1 

TB082 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB083 C. parvum 0 99,87 % MW411010.1 99,87 % JF727756.1 

TB084 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB086 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB087 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB088 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TB089 C. parvum 0 100,00 % AY048666.1 100,00 % JF727756.1 

TH040 C. parvum 2.00 E-174 99,71 % MK034695.1 99,71 % JF727756.1 

TH065 C. parvum 0 99,61 % KT148950.1 N. A N. A 

TH083 C. parvum 0 100,00 % MW411010.1 100,00 % JF727756.1 

TV088 C. parvum 0 99,48 % MW411010.1 N. A N. A 

TV106 C. parvum 1.00 E-175 99,71 % MK034695.1 99,71 % JF727756.1 

(JF727756.1 Cryptosporidium parvum subtype IIaA17G2R1 glycoprotein 60 gene, partial 

cds). 

5.6.1. Análisis filogenético gp60 

El árbol se construyó incluyendo secuencias de varias regiones geográficas: a) de 

Colombia publicadas por Uran-Velásquez et al. (32) y Avendaño et al. (91); b) dos 

secuencias humanas de Estados Unidos reportadas por Herges et al. (95); c) una 

secuencia de bovino identificada en Francia por Hoque et al. (96); d) una secuencia de 

vegetal reportada en Inglaterra (97); e) una secuencia de Toledo et al. (92) de bovino en 

Brasil; f) secuencias de Yasur-Landau, et al. (98) obtenidas de bovinos en Israel. 

Adicionalmente, una secuencia del gen gp60 de C. hominis se incluyó como outgroup 

(Figura 17).  
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Figura 17 Árbol filogenético de subtipos para el marcador gp60. Árbol de máxima 
verosimilitud realizado con el modelo Hasegawa–Kishino–Yano y 1000 repeticiones. Las 
secuencias de este estudio se denotan como: TH = humano, TV = vegetal, TB = bovino y 
se representan con un punto previo al nombre. Secuencias de referencia: C. parvum 
IIaA17G2R1 (JF727756.1). Outgroup: C. hominis (CHUDEA6_1080). 

Dos de las secuencias TH040 y TV106 del estudio tuvieron que ser removidas debido a 

que su tamaño era muy pequeño en comparación al resto de las secuencias.  El árbol 

filogenético muestra un clado que agrupa las secuencias de Uran-Velasquez et al. junto 

con una de Herges et al., a pesar de pertenecer a diferentes subtipos. Se observa un clado 

de C. parvum subtipo IIaA17G2R1 que incluye todas las secuencias de bovinos y un 

aislado humano correspondientes a este subtipo con un respaldo estadístico aceptable 
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(>70%). Adicionalmente, la secuencia humana del subtipo IIaA16G2R1 y la muestra 

vegetal del subtipo IIaA12R1 se encuentran segregadas. 

5.6.2. Análisis de haplotipos y diversidad genética gp60 

La diversidad molecular básica de cada población con base en el gen gp60 se presenta 

en la tabla 21. 

Tabla 21 Diversidad molecular por poblaciones gp60 

Población 
N 

(secuencias)  
Sitios 

analizados* 

Sitios 

polimórficos 

(S) 

Diferencias 

promedio (k) 

Diversidad 

nucleotídica 

(π) 

Theta-W 
por sitio 

(θW) 

Vegetal 2 293 3 3,000 0,01024 0,01024 
Humano 3 291 15 13,333 0,01694 0,01694 
Bovino 10 770 2 0,722 0,00085 0,00086 
Total 15 291 20 3,498 0,00408 0,00747 

* Sitios analizados excluyendo posiciones con gaps o datos faltantes. 

Se identificaron diferentes niveles de variabilidad genética entre las poblaciones. Los 

vegetales presentaron tres sitios polimórficos y una diversidad nucleotídica de 0,01024. 

En los humanos se observó una mayor variabilidad, con 15 sitios polimórficos, un promedio 

de 13,333 diferencias nucleotídicas entre pares de secuencias y una diversidad 

nucleotídica de 0,01694. Por último, en los bovinos, la variabilidad genética fue baja, con 

solo dos sitios polimórficos, una diversidad nucleotídica de 0,00085 y diferencias promedio 

de 0,722. Es de resaltar que puede haber un sesgo en los resultados de vegetales y 

humanos debido al bajo número de muestras. 

La estructura genética entre las poblaciones humanas, bovinas y vegetales se evaluó 

mediante un AMOVA basado en las secuencias del gen gp60 (Tabla 22). 

Tabla 22 Resultados del AMOVA del gen gp60 

Fuente de 

variación 
g.l. 

Suma de 

cuadrados 

Componente de 

varianza 
% de variación 

Entre poblaciones 2 314,033 Va = 28,16295 35,19 % 

Dentro de 

poblaciones 
12 622,500 Vb = 51,87500 64,81 % 
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Total 14 936,533 80,03795 100 % 

*Índice de fijación (FST): 0,35187. Prueba de significancia (1023 permutaciones): P = 0,03910 ± 

0,00565 

En el análisis de varianza molecular para el gp60 se identificó un mayor porcentaje (64,81 

%) de variación dentro de las poblaciones. El FST (0,351) indicó un nivel alto de 

diferenciación genética, además de un valor p significativo (0,039), lo cual sugiere una 

estructuración genética asociada a la fuente u al hospedero, aunque sigue siendo limitada 

por el tamaño muestral. 

Los resultados de las pruebas de neutralidad empleadas para evaluar los procesos 

evolutivos del conjunto de poblaciones con secuencias para el gp60 se presentan en la 

tabla 23. 

Tabla 23 Pruebas de neutralidad en las muestras del gp60 

Fu & Li D*  Fu & Li F* Significancia Fu’s Fs Tajima’s D 

-2.769 -2.963 P < 0.02 -1.361 0.000 (P = 1.000) 

 

Las pruebas de neutralidad basadas en Fu y Li (D y F*) mostraron valores negativos y 

estadísticamente significativos (P < 0.02), lo que sugiere un exceso de mutaciones raras 

compatible con procesos de expansión poblacional reciente. En contraste, las pruebas de 

Tajima’s D y Fu’s Fs no resultaron significativas, probablemente debido al bajo tamaño 

muestral y al reducido número de sitios polimórficos. 

No se pudo realizar un análisis extensivo de haplotipos debido al bajo número de muestras. 

Se identificaron en el gp60 un total de 5 haplotipos, todas las secuencias de bovinos (10) 

y una de las muestras de humano fueron clasificadas como un mismo haplotipo (haplotipo 

3) y las otras cuatro muestras (dos de humanos y dos de vegetales) conformaron 

haplotipos individuales. Lo que sugiere una separación entre las distintas poblaciones. La 

frecuencia y distribución de las secuencias se observa en la tabla 24. 

Tabla 24 Frecuencia y distribución de las secuencias de las diferentes fuentes en el gen 
gp60 en los haplotipos descritos.  

Haplotipos Vegetal (2) Humano (3) Bovino (10) 
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Frecuencia Cantidad Frecuencia Cantidad Frecuencia Cantidad 

Hap_1 0,5 1     

Hap_2 0,5 1     

Hap_3   0,33 1 1 10 

Hap_4   0,33 1   

Hap_5   0,33 1   
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6. DISCUSIÓN    

Cryptosporidium es uno de los agentes causantes de enfermedades gastrointestinales que 

afecta tanto a personas inmunocomprometidas como a personas inmunocompetentes 

(19). En la población infantil se le atribuyen aproximadamente 1.300 muertes diarias a nivel 

mundial en menores de 5 años (99). Este protozoo tiene la capacidad de infectar a un gran 

número de hospederos y permanecer en reservorios silvestres y domésticos. Especies 

zoonóticas como C. parvum pueden infectar a perros, gatos, bovinos y humanos (50). 

Teniendo en cuenta los hallazgos de una investigación previa, en este trabajo se han 

identificado, a nivel molecular, las especies y genotipos circulantes de Cryptosporidium en 

diferentes fuentes potenciales de transmisión. La importancia de establecer una estrategia 

de “una sola salud” para el manejo del riesgo de transmisión se evidencia en un número 

creciente de estudios que analizan los aislados de Cryptosporidium en hospederos y 

reservorios (Tabla 25).    

Tabla 25 Estudios a nivel mundial sobre Cryptosporidium y sus diferentes fuentes de 

transmisión. 

Año Autores  Lugar 

Hospederos 

y/o 

reservorios 

Técnicas para 

identificación  

Especies 

identificadas 
Referencia 

2022 
Watier-

Grillot et al. 
Francia  

Humanos, 

agua 
Microscopia, PCR 

Cryptosporidium 

spp., C. hominis 

IbA10G2 

(100) 

2022 
Ahlinder et 

al. 
Suecia 

Humanos, 

vegetales 
PCR 

C. parvum 

IIdA24G1 
(101) 

2023 
Mensah et 

al. 

Ghana/ 

África 
Bovinos, agua Microscopia, PCR 

Cryptosporidium 

spp. 
(102) 

2023 
Terfa & 

Getushe 
Etiopía 

Terneros, 

humanos 
Microscopia  

Cryptosporidium 

spp. 
(103) 

2023 
Coelho et 

al. 

São Paulo/ 

Brasil 

Niños, perros, 

gatos 
ELISA, PCR  

C. canis, C. 

parvum 
(104) 

2025 
Maxamhud 

et al. 
Argelia 

Humanos, 

animales de 
PCR 

C. parvum, C. 

bovis 
(105) 
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campo*, agua, 

suelo 

2024 Tipu et al. Noruega 

Humanos, 

bovinos, 

perros, ovejas 

PCR 

Inmunofluorescencia   

C. parvum, C. 

hominis, C. 

mortiferum 

(106) 

2025 
Awisan et 

al. 
Filipinas  

Humanos, 

ganado, 

mascotas, agua 

PCR y microscopia 

 
C. parvum (107) 

2025 
Maxamhud 

et al. 
Bangladesh 

Humanos, 

animales, suelo 
PCR  

C. parvum, C. 

bovis, C. baileyi 
(108) 

2025 
Al-Adilee, 

et al. 
Iraq 

Humanos, 

Ganado, agua, 

suelo 

qPCR, PCR y 

microscopía  

C. parvum, C. 

ubiquitum 
(109) 

2026 
Rai & 

Ghimire 
Nepal 

Humanos, 

bovinos, 

perros, cerdos 

Microscopia 
Cryptosporidium 

spp. 
(110) 

Estudios en Colombia  

2019 
Villamizar, 

et al 

Cauca, 

Colombia 

Niños, 

mascotas 

qPCR, PCR y 

microscopia  

C. parvum, C. 

hominis 
(30) 

2023 

Potes-

Morales & 

Crespo-

Ortiz 

Cali, 

Colombia 

Humanos, 

mascotas 
Microscopia, PCR 

Cryptosporidium 

spp. 
(12) 

2024 
Castañeda 

et al. 

Cauca, 

Colombia 

Humanos, 

mascotas, agua 
qPCR, PCR  

Cryptosporidium 

spp. 
(65) 

2024 
Santos et 

al. 

Bogotá, 

Colombia 

Vegetales, 

agua 
Microscopia, qPCR 

Cryptosporidium 

spp. 
(111) 

2025 

Roncancio-

Duque et 

al. 

Colombia  Perros, bovinos Microscopia, PCR 
Cryptosporidium 

spp., C. parvum 
(112) 

*Animales de campo: ganado, ovejas, cabras, pollos y pavos. 

En el presente trabajo, el 98 % de los aislados analizados correspondían a C. parvum, y 

un aislado bovino identificado como C. bovis. C. parvum es la especie más común al ser 

zoonótica y transmitirse a una gran variedad de hospederos mediante distintas rutas de 

transmisión (113). El predominio de C. parvum se ha observado en diferentes estudios a 
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nivel mundial con frecuencias entre 2 % y 21,9 %, dependiendo del hospedero o reservorio 

(101,104–109). Se reportaron frecuencias de 18,58 % en animales de compañía, 21,9 % 

en ganado vacuno y 17 % en vegetales. Estudios en Latinoamérica reportan 19,9 % en 

ganado siendo una de las especies más comunes y con mayor distribución geográfica (7).  

En Colombia se han reportado frecuencias de C. parvum del 28,6 % en humanos y 16,43 

% en bovinos. Aunque, C. hominis suele ser la especie más prevalente en humanos según 

la mayoría de los estudios, este trabajo identificó solo C. parvum en muestras humanas.   

En ganado bovino, tanto en Colombia como en esta investigación, C. parvum se confirma 

como la especie más común (30,32,91). 

Se detectó un caso de C. bovis. Esta especie predomina en bovinos especialmente entre 

las 3 a 9 semanas de edad (114), se ha encontrado una alta prevalencia en especial en 

Asia (115). En Latinoamérica se ha documentado principalmente en bovinos en Brasil (7) 

y también se ha reportado en la literatura un caso de dos bovinos con C. bovis en la zona 

central de Colombia (Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Meta) (91). 

En el análisis filogenético del 18S rRNA se identificó una alta homogeneidad genética entre 

la mayoría de las muestras. La falta de una mayor discriminación puede estar relacionada 

con la conservación del gen dificultando una mayor diferenciación (60,116). Sin embargo, 

la ausencia de segregación según el hospedero y la presencia de subclados con alto 

respaldo estadístico que agrupan múltiples hospederos validan la transmisión zoonótica y 

ambiental. La similitud de las secuencias del trabajo con referencias de Brasil, Argentina 

y la secuencia de bovino en Colombia (91–93), es acorde con los reportes en 

Latinoamérica de una amplia distribución de la especie además de ser consistente con su 

carácter zoonótico (7). No obstante, también se visualizaron diferencias con las 

secuencias de Uran-Velanzquez, et al. (32) provenientes de niños escolares de las 

provincias de Antioquia y Santander, formando un clado separado de las muestras de este 

estudio. Esto refleja una diferencia entre las cepas que circulan en Cali y en lugares 

aledaños, y otras regiones de Colombia.  

Los resultados del AMOVA indican que las muestras no presentan una diferenciación 

genética marcada según el hospedero. Esto concuerda con los resultados del árbol 

filogenético, donde no se observa una separación clara de las secuencias según su origen, 
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y sugiere la circulación de cepas relacionadas entre humanos, animales y vegetales 

(117,118). 

Los análisis de neutralidad indicaron que las poblaciones humanas, vegetales y bovinas 

presentan patrones compatibles con procesos demográficos recientes, como expansiones 

poblacionales o desviaciones del equilibrio neutral. Este comportamiento es coherente con 

la alta frecuencia de un subtipo dominante observada en el estudio, lo que sugiere la 

distribución de un linaje asociado a una fuente común o a una dinámica de transmisión 

activa entre hospederos y el ambiente. Mientras que la población de mascotas, que 

presentó la mayor diversidad nucleotídica, mostró un patrón de evolución compatible con 

la neutralidad (88), lo que podría indicar una dinámica poblacional más estable o menos 

influenciada por eventos recientes de expansión.  

La estructura observada en la red de haplotipos complementa estos hallazgos al mostrar 

un haplotipo central compartido por un alto número de muestras provenientes de diferentes 

poblaciones, lo que sugiere un linaje común y una distribución uniforme, sin diferenciación 

entre las poblaciones, y coincide con la baja diferenciación detectada por el AMOVA y con 

la topología del árbol filogenético. Se encontró un grupo de haplotipos estrechamente 

relacionados entre sí, separados del haplotipo central por múltiples mutaciones. Esta 

agrupación podría ser una subpoblación, pero se requieren estudios poblacionales 

adicionales y análisis con más marcadores o secuenciación del genoma completo para 

confirmar esta hipótesis (32,119). 

En este estudio no se encontró C. hominis. Esta especie es considerada virulenta en 

humanos y está asociada con la transmisión antroponótica detectada a nivel mundial, 

principalmente en brotes relacionados alimentos o fuentes hídricas contaminadas 

(30,32,100,106,120). El predominio de C. parvum es inherente a su potencial zoonótico y 

la capacidad de transmitirse entre una gran cantidad de hospederos, como se ha 

observado en varios estudios enfocados en “una sola salud” (104,105,107,110), 

incluyendo el presente. Los resultados obtenidos aportan evidencia relevante sobre la 

dinámica de circulación de C. parvum en el contexto evaluado y sobre su importancia 

desde un enfoque de “una sola salud”. 
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Se realizó el mismo análisis con el gen gp60 para determinar con mayor profundidad la 

relación entre las diferentes fuentes (100). En las muestras analizadas, en el 86,6 % se 

encontró el subtipo C. parvum IIaA17G2R1. Este linaje es zoonótico y se ha reportado en 

distintas partes del mundo. En Alemania, donde se identificó en bovinos de 4 fincas en 

Sajonia (121), en pacientes en Irán (122) y en Canadá, siendo el segundo subtipo más 

frecuente en pacientes humanos, incluyendo un paciente que adquirió el parásito en un 

viaje a Taiwán (123). También ha habido reportes en Suramérica, específicamente en 

bovinos en países como Uruguay (124) y Brasil (92). Aunque este subtipo no se considera 

altamente virulento, sus reportes en diferentes hospederos respaldan su potencial 

zoonótico (105,125). 

En Colombia se han encontrado diferentes subtipos de C. parvum como IIcA5G3c, en 

humanos y IIaA15G2R1, IIaA16G2R1, IIaA17G4R1, IIaA18G5R1, IIaA19G6R1, 

IIaA20G5R1, IIaA20G6R1, IIaA20G7R1 en bovinos y humanos (32,126). Este sería el 

primer reporte de C. parvum IIaA17G2R1 en humanos, bovinos y vegetales en Cali y en 

Colombia. En este contexto, detectar su circulación entre las diferentes muestras sugiere 

la circulación de una misma cepa en el entorno. 

Dos muestras fueron identificadas como subtipos diferentes; una de origen humano fue 

clasificada como C. parvum IIaA16G2R1 del cual se han realizado diferentes reportes a 

nivel mundial. Este subtipo se ha observado en fincas de bovinos en Israel (98) y Francia 

(127); también se ha reportado en humanos en Suecia durante un brote por contaminación 

de alimentos, donde la posible fuente de infección fue una ensalada (128). En Colombia, 

solo se ha reportado en bovinos (91) y en este estudio se observa por primera vez, este 

subtipo, en humanos. 

Una muestra de vegetal fue identificada como C. parvum IIaA12R1. A pesar de que se han 

reportado a nivel mundial subtipos cercanos como IIaA12G3R1 (120), y IIaA12G1R1 hasta 

el momento el subtipo C. parvum IIaA12R1 no ha sido reportado en la literatura, este sería 

la primera observación de este subtipo a nivel mundial. 

En el análisis del gen gp60 el predominio del subtipo IIaA17G2R1 en las muestras (a pesar 

de su limitado número) sugieren una expansión regional de este linaje, posiblemente 

debido a una transmisión bovino-humano en el área. En el árbol filogenético, se observó 
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homogeneidad entre las secuencias pertenecientes al mismo subtipo (IIaA17G2R1) y su 

respectiva secuencia de referencia, lo que confirma la consistencia de la clasificación 

molecular y sugiere estabilidad genética dentro de este subtipo. De manera similar, otro 

clado está conformado principalmente por secuencias del subtipo IIaA16G2R1, aunque 

las secuencias son de diferentes hospederos. Esta agrupación sugiere una estrecha 

relación genética entre aislamientos zoonóticos y ambientales, lo que respalda la hipótesis 

de transmisión cruzada entre animales, humanos y vegetales. Por otro lado, la posición 

independiente de la muestra vegetal correspondiente al subtipo IIaA12R1 podría indicar 

una introducción desde una fuente distinta o un evento puntual de contaminación 

ambiental. La presencia de este subtipo en un vegetal resalta la importancia de las vías 

indirectas de transmisión, particularmente a través de agua o alimentos contaminados, y 

refuerza la necesidad de considerar el componente ambiental dentro del análisis 

epidemiológico (129). 

En el análisis de variabilidad del gen gp60, la variación se distribuye principalmente entre 

poblaciones, a diferencia de lo observado para el gen 18S rRNA, donde la variación se 

concentró principalmente dentro de las poblaciones. Esta diferencia es posible dado el 

carácter altamente polimórfico del gen gp60 (60).  

Debido a la cantidad limitada de secuencias del gen gp60 obtenidas, no fue posible realizar 

un análisis completo de haplotipos. Sin embargo, se observó que todas las secuencias 

bovinas, junto con una de origen humano, forman un único haplotipo asociado a un mismo 

subtipo, lo que indica una circulación compartida de este linaje entre bovinos y humanos. 

En contraste, las secuencias restantes de humanos y vegetales formaron haplotipos 

distintos, indicando la presencia de variantes genéticas adicionales que coexisten con la 

cepa principal, lo que podría asociarse a eventos de transmisión o exposición a diferentes 

fuentes independientes (129,130). 

Al igual que lo observado por otros autores, la PCR anidada, aunque es la herramienta 

molecular más utilizada para el análisis de Cryptosporidium, es técnicamente compleja 

(30,102,106,131,132). Por lo que se hace necesario buscar la combinación de cebadores 

más adecuada para obtener resultados óptimos, lo que es atribuido a la variabilidad del 

gen particularmente en el caso de la proteína gp60 (60). En el presente estudio, la situación 
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no fue diferente y se pudo observar que los cebadores no funcionan con la misma 

efectividad en muestras de diferentes fuentes. Así la PCR anidada presentó una mayor 

eficiencia en muestras de bovinos, tanto para la identificación de especie como en la 

tipificación basada en el gen gp60. Lo anterior puede atribuirse a que el ganado es el 

reservorio natural del Cryptosporidium y en el caso de muestras positivas, generalmente 

el número de ooquistes es alto (133). Adicionalmente, es probable que la presencia de 

sustancias interferentes o inhibidores sea menor en este hospedero. Los estudios 

filogenéticos indican que los aislados son más homogéneos, lo que brinda consistencia a 

la PCR anidada. 

En el caso de muestras de humanos y mascotas, el rendimiento de la PCR fue menor. La 

variabilidad en la dieta y hábitos puede favorecer la presencia de inhibidores.  Asimismo, 

la cantidad de ooquistes en muestras humanas y de mascotas se asume que es muy baja 

dado que fueron negativos en la tinción de Kinyoun, lo cual puede afectar la sensibilidad 

de las pruebas. Todo esto en adición a la variabilidad genética del Cryptosporidium en 

estos grupos hace que se deban considerar cebadores y protocolos modificados para este 

tipo de muestras.  

En los vegetales, a pesar de que se evidenció un nivel de contaminación moderado y en 

algunos casos alto (>100 ooquistes/g), representan un tipo de muestra particularmente 

difícil de procesar. Las plantas tienen una gran cantidad de pigmentos y metabolitos 

inhibidores que dificultan la extracción del ADN y la amplificación (134). Aunque para la 

extracción de ADN se utilizó un pretratamiento y un kit comercial de extracción de alta 

eficiencia, la compleja estructura de la pared hace difícil su degradación, lo que impide una 

mayor recuperación del ADN (135). Un aspecto relevante al realizar estudios de “una sola 

salud” para Cryptosporidium es la necesidad de estandarizar protocolos ajustados al tipo 

de muestras según la fuente. Por otra parte, el grado de variabilidad genética de 

Cryptosporidium en reservorios y hospederos puede influir el rendimiento de técnicas 

moleculares como el PCR, por ejemplo, en el estudio de Tipu et al., (106) donde se logró 

la identificación de especies en el 81 % de las muestras de animales en comparación con 

los humanos que logro la secuenciación en el 65,3 % de las muestras (106).  
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En relación con el análisis de subtipos, aunque el gen gp60 es el más utilizado en la 

subtipificación, se han reportado diversas limitaciones asociadas a su uso. Entre ellas, la 

sensibilidad variable de la PCR y la elevada variabilidad genética del marcador que puede 

provocar variaciones en los puntos de unión de los cebadores, lo que dificulta la 

amplificación del producto esperado (60). Estas limitaciones se evidenciaron en el 

presente estudio, donde se observó un bajo rendimiento en la amplificación de gp60, así 

como problemas de inespecificidad. Algunas de las secuencias obtenidas correspondieron 

a productos inespecíficos o a bacterias, mientras que en otros casos se detectaron 

amplicones con múltiples bandas inespecíficas. A pesar de los procesos de purificación, 

esto se tradujo en secuencias de baja calidad. En conjunto, estas dificultades restringieron 

el número de muestras que pudieron ser subtipificadas y generaron una representación 

desigual entre las diferentes fuentes analizadas. 

No obstante, la identificación de este protozoo más allá del género es importante para la 

vigilancia y control de brotes. Determinar las fuentes de transmisión requieren al menos 

de la tipificación a nivel de especie (60). Con el fin de superar las dificultades asociadas a 

la amplificación del gen gp60, Robinson et al., (136), desarrollaron una combinación 

optimizada de cebadores que permite la detección de subtipos mediante qPCR, sin 

necesidad de realizar PCR anidada, que ya está siendo utilizada en clínicas en Inglaterra 

y Gales. Este protocolo representa una alternativa prometedora para estudios futuros y 

para la vigilancia molecular y de transmisión de Cryptosporidium (60).     

Para lograr una mejor caracterización de las cepas circulantes e identificar con mayor 

certeza las posibles rutas de transmisión, se ha recomendado el uso de más de un 

marcador molecular utilizando herramientas como el MLST o incluso la secuenciación del 

genoma completo (32,118). En este sentido, los patrones observados en el presente 

estudio permiten sugerir posibles dinámicas de transmisión entre las diferentes fuentes 

analizadas, las cuales podrían ser confirmadas y caracterizadas con mayor precisión 

mediante el uso de estas herramientas de mayor resolución. Aunque estas estrategias 

implican mayores costos, permitirían no solo una caracterización más robusta, sino 

también mejorar la detección de infecciones mixtas y profundizar en la comprensión de la 

estructura poblacional del parásito (137)  
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El conocimiento de las rutas de transmisión permite elaborar directrices para su control. 

En este estudio se revisaron variables que pueden aumentar la exposición a fuentes 

contaminadas. Un alto porcentaje de los voluntarios humanos había informado participar 

en actividades acuáticas recreativas (69,6 %), como paseos a ríos, piscinas, playas o 

lagos, así como en caminatas ecológicas (52,2 %) y viajes (65,2 %). En relación con esto, 

la frecuencia de Cryptosporidium en las fuentes de transmisión se ha reportado hasta en 

un 77 % principalmente en brotes relacionados con actividades acuáticas recreativas 

(59,129). 

Considerando otras posibles fuentes de exposición en humanos, el 80 % de los voluntarios 

reportó un consumo habitual de agua de grifo. El agua de Cali es potable y apta para el 

consumo. No obstante, se han realizado estudios sobre el riesgo microbiano del agua en 

Colombia, en los que se estimó un riesgo de enfermedad sintomática por Cryptosporidium 

asociado al consumo de agua tratada del 3,6 % (138), lo que refleja la elevada resistencia 

de los ooquistes a los procesos de tratamiento.  

En relación con las mascotas, es relevante que todas las muestras correspondieron a C. 

parvum, lo que resalta el papel de los animales de compañía como parte de la dinámica 

de transmisión, no solo hacia humanos, sino también hacia otros animales y el ambiente, 

especialmente considerando su permanencia en exteriores (139). Mukbel et al. (76) 

encontró C. canis y C. parvum en perros callejeros y domésticos. Estos autores afirman 

que las mascotas generalmente son asintomáticas, tienen mayor susceptibilidad a 

infecciones y se infectan con C. parvum posiblemente por su cohabitación con otros 

animales y humanos.  

En los vegetales, también se identificó C. parvum, particularmente un subtipo detectado 

en humanos, IIaA17G2R1. Aunque la mayoría de los voluntarios humanos (87 %) reportó 

lavar los vegetales antes de su consumo, los resultados indican que los vegetales son una 

fuente de transmisión. Por lo que, no solo es relevante el lavado, sino realizarlo en 

condiciones que permitan la eliminación de parásitos como el Cryptosporidium. Se ha 

reportado que el uso de agua caliente (>70°C) durante el proceso de lavado por al menos 

1 minuto puede funcionar como una medida adicional para reducir la viabilidad del parásito 

(140). El lavado debe realizarse de manera consistente, independientemente del origen 
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del vegetal (mercado, tienda o supermercado). Aunque la mayoría de los voluntarios (56,5 

%) compra vegetales en supermercados, dos de las muestras identificadas con nivel de 

contaminación moderado y alto provenían de cadenas de supermercados reconocidas.  

Las medidas preventivas para disminuir el riesgo de exposición indirecta incluyen el lavado 

adecuado de manos, la limpieza y desinfección de superficies y objetos antes, durante y 

después de la exposición a ambientes recreativos o viajes, junto con el consumo de agua 

hervida, especialmente en contextos donde no se puede garantizar su calidad y 

tratamiento (141). Existen algunos desinfectantes contra los ooquistes de 

Cryptosporidium, incluyendo aquellos basados en dióxido de cloro, peróxido de hidrógeno 

y amoníaco, siendo el ozono uno de los más efectivos, especialmente en sistemas 

acuáticos (45). Igualmente, es recomendable mantener precaución en el consumo de 

alimentos crudos o no pasteurizados, así como en el manejo de vegetales frescos, y su 

lavado con agua potable o hervida (50).  

Finalmente, los resultados obtenidos refuerzan la importancia de continuar con estudios 

integrados que permitan comprender las rutas de transmisión de Cryptosporidium entre 

humanos, animales y el ambiente. En el contexto local, se encuentra limitada la literatura 

sobre la prevalencia de Cryptosporidium en Cali, lo que dificulta estimar el riesgo en su 

totalidad. En la población universitaria evaluada en el estudio de Potes-Morales & Crespo-

Ortiz (12), se identificó una prevalencia del 24,5 %, considerada elevada, y todas las 

muestras secuenciadas a partir de este estudio correspondieron a la misma especie, con 

dos muestras del mismo subtipo, lo que puede sugerir la circulación de una cepa en una 

población con alta susceptibilidad. Estos hallazgos, en conjunto con los resultados del 

presente estudio, evidencian que la criptosporidiosis podría estar subestimada en adultos 

jóvenes aparentemente sanos (12). 

Por lo anterior, resulta fundamental el uso rutinario de herramientas moleculares que 

permitan identificar especies y subtipos circulantes, así como ampliar los estudios hacia 

poblaciones animales y fuentes ambientales, incluyendo alimentos de consumo fresco. La 

integración de estos componentes bajo un enfoque de “una sola salud” permitirá 

comprender mejor los ciclos de transmisión, estimar el impacto real del parásito en la 

región y diseñar estrategias de prevención y control con base a este. 
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7. CONCLUSIONES    

 El 98% de las muestras analizadas se identificaron como C. parvum siendo el 

subtipo IIaA17G2R1 el más frecuente (86,6 %). 

 El porcentaje de muestras que se lograron secuenciar varió según el hospedero y/o 

reservorio, evidenciando que la efectividad de la PCR anidada es depende del 

origen de la muestra (bovinos > humanos > mascotas > vegetales); por lo que, debe 

estandarizarse para cada caso de ser necesario.  

 En este estudio se observó por primera vez el subtipo IIaA17G2R1 en humanos, 

bovinos y vegetales; y el subtipo IIaA16G2R1 en humanos en Cali y en Colombia. 

 Se realizó la primera detección del subtipo C. parvum IIaA12R1, ampliando la 

diversidad genética conocida de Cryptosporidium. Estos hallazgos revelan la 

circulación de variantes adicionales al subtipo predominante, aportando información 

para la vigilancia molecular. 

 El elevado porcentaje de C. parvum en las muestras junto con la homogeneidad del 

subtipo IIaA17G2R1 sugiere la circulación de un mismo linaje entre los hospederos 

y refuerza la necesidad de abordar la criptosporidiosis desde un enfoque integral 

inherente al humano, los animales y el medio ambiente, así como sus interacciones.  
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RECOMENDACIONES  

 Dado el bajo rendimiento observado en la amplificación del gen gp60 y la 

imposibilidad de caracterizar algunas fuentes, se recomienda implementar el nuevo 

protocolo sugerido para el gen gp60 para tipificar un mayor número de muestras y 

poder tener una representación más equilibrada entre las poblaciones analizadas 

para estudiar mejor las dinámicas de transmisión entre las diferentes fuentes 

 Teniendo en cuenta la alta carga de Cryptosporidium detectada en vegetales y su 

posible relación con fuentes de contaminación ambiental, se considera relevante la 

adición de muestras de agua al conjunto de hospederos y reservorios evaluados 

por su alta capacidad como fuente de transmisión  

 Considerando la posibilidad de estructuración poblacional observados, se sugiere 

realizar estudios utilizando marcadores adicionales (MLST) o secuenciación de 

genoma completo, que permitan profundizar en la estructura poblacional del 

parásito y confirmar la posible existencia de subpoblaciones o linajes emergentes 

 Partiendo de que se encontró una posible circulación de un mismo linaje y 

transmisión zoonótica. Es necesario establecer programas de vigilancia 

epidemiológica en las poblaciones vulnerables con el fin de detectar oportunamente 

la circulación de subtipos zoonóticos 
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ANEXOS 

Anexo #1. Aval comité de ética 084 – 020 
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Anexo #2. Aval comité de ética 006 – 024 
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Anexo #3 Protocolo detección de parásitos en muestras de alimentos. 
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Anexo #4. Protocolo de extracción de ADN con kit QIAamp PowerFecal Pro DNA de 

QIAgen 
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Anexo #5. Protocolo de extracción de ADN con kit IBI Bioscientific 
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Anexo #6. Protocolo para validación de Cryptosporidium spp 
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Anexo #7. Protocolo PCR para la amplificación de ADN de Cryptosporidium para 

identificación de especies. 
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Anexo #8. Protocolo PCR para la amplificación de ADN de Cryptosporidium para 

tipificación de C. hominis y C. parvum 
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Anexo #9. Protocolo purificación de fragmentos de gel kit “Invisorb® Fragment CleanUp” 
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Anexo #10. Protocolo purificación de fragmentos de gel kit “NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up” 
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Anexo #11. Tabla para la interpretación de las pruebas de neutralidad, realizada con 

inteligencia artificial en base a Dogan et al. (88) 

Prueba 
Positivo 
significativo 

Positivo no 
significativo 

≈ 0 
Negativo 
significativo 

Negativo no 
significativo 

Tajima’s D 

Exceso de 
variantes 
intermedias. 
Posible cuello 
de botella o 
selección 
equilibradora 

Tendencia a 
estabilidad 
poblacional. 
Sin evidencia 
estadística 
concluyente 

Evolución 
neutral, 
población en 
equilibrio 

Exceso de 
variantes 
raras. 
Expansión 
poblacional 
reciente o 
selección 
estabilizadora 

Tendencia a 
expansión o 
selección 
estabilizadora. 
Sin soporte 
estadístico 

Fu’s Fs 

Déficit 
significativo de 
haplotipos. 
Asociado a 
reducción 
poblacional 

Déficit leve de 
haplotipos. No 
se rechaza 
neutralidad  

Neutralidad y 
estabilidad 
poblacional 

Exceso 
significativo de 
haplotipos. 
Fuerte señal 
de expansión 
poblacional 
reciente 

Tendencia a 
expansión 
poblacional. 
No 
concluyente 

Fu & Li D* 

Exceso de 
mutaciones 
internas. 
Posible 
selección 
equilibradora 

Tendencia a 
estabilidad 
poblacional. 
Sin 
significancia 

Neutralidad 

Exceso de 
mutaciones 
externas. 
Expansión 
reciente o 
selección 
estabilizadora 

Tendencia a 
expansión. Sin 
evidencia 
estadística 

Fu & Li F* 

Perdida de 
mutaciones 
raras; Cuellos 
de botella o 
selección 
equilibradora 

Tendencia a 
estabilidad 
poblacional. 
Sin 
significancia 

Neutralidad 

Muchas 
mutaciones 
recientes; 
Expansión 
poblacional o 
selección 
estabilizadora 

Tendencia a 
expansión. Sin 
evidencia 
estadística 
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Anexo #12. Gel para la concentración y purificación de ADN amplificado de vegetales 

 

En cada carril se agregó entre 20 – 30 µL del amplicón de la PCR anidada. Carril 13: 
GeneRuler 100bp Plus de Thermo Scientific™; Carril 1 y 2, 4- 6, 8-11 representan réplicas 
de las muestras 29, 70 y 91.  
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