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RESUMEN

La criptosporidiosis es una enfermedad causada por el parasito protozoario
Cryptosporidium spp., el cual se encuentra distribuido en todo el mundo y afecta a
animales recién nacidos. Los microorganismos se desarrollan y se multiplican en
las células epiteliales del aparato digestivo produciendo diarrea y, por lo tanto,
grandes pérdidas econémicas. El presente trabajo de investigacién se realizé con
la finalidad de observar Cryptosporidium spp. en heces frescas de becerras
Holstein lactantes con diarrea, utilizando la técnica de ZNm para la identificacion
de los ooquistes y PCR para la caracterizacion genotipica de C. parvum, en
establos lecheros de la Region Lagunera. Se evaluaron un total de 850 muestras
de heces de becerras lactantes con una edad de 1 a 35 dias, se encontraron 561
(66%) muestras positivas con la técnica de ZNm y se tomaron 100 de éstas con
una intensidad de excrecion de ooquistes grado 4 (> 40 ooquistes/25
campos/40X), las cuales se analizaron por el método de PCR utilizando cebadores
para C. parvum. El resultado fue tomado mediante electroforesis en gel de
agarosa, el cual arroj6 un 75% de muestras positivas a C. parvum. Los resultados
sugieren una alta prevalencia de C. parvum, por lo cual es necesario analizar las
mismas muestras para identificar otras criptosporidias que pudieran afectar a las

becerras.

Palabras clave: Cryptosporidium parvum, becerras Holstein, Ziehl Neelsen

modificada, PCR, Comarca Lagunera.
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l. INTRODUCCION

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria producida por el protozoo
Cryptosporidium spp., organismo que se desarrolla y multiplica en las células
epiteliales del aparato digestivo de vertebrados. Produce una infeccién entérica
gue se manifiesta con diarrea aguda y profusa que solo se observa en humanos y
rumiantes (Tzipori y Griffiths, 1998). Si la diarrea se vuelve persistente, puede
causar la muerte del huésped (Shing, y col., 2011). El conocimiento de la
procedencia de los parasitos que causan criptosporidiosis en las becerras es
esencial para el control de la enfermedad, ya que ésta es una de las principales

causas de la diarrea de las becerras y produce grandes pérdidas econdémicas.

El género Cryptosporidium pertenece a la familia Cryptosporiidae, el orden
Eucoccidiida, la clase Sporozoa, el Phylum Apicomplexa y se encuentra en el
tracto intestinal del hombre y varias especies de animales y ocasionalmente en el
sistema respiratorio de las aves (Kageruka y col., 1984). Cryptosporidium spp es
un parasito intracelular y extracitoplasmatico, entérico obligado, y es una
importante causa de enfermedades diarreicas en el mundo. EI modo de infeccion
es por via fecal-oral, en alimentos y agua, y es iniciada cuando los esporozoitos
son liberados de los ooquistes, estos se fijan al tracto intestinal e invaden a las

células epiteliales de la mucosa (Hashim y col., 2006).

La importancia y prevalencia de Cryptosporidium en becerras lecheras, en la
Comarca Lagunera, ha sido documentada, sin embargo el estudio de las especies
no, ya que el diagnéstico se ha realizado por la técnica de Ziehl Neelsen
modificada (ZNm), por lo cual es de gran importancia realizar la identificacion,
sobretodo de C. parvum, ya que es un organismo de interés en salud publica
debido a su caracter zoonético y ha sido identificado con frecuencia en bovinos, en
los cuales constituye uno de los principales agentes etioldgicos de la diarrea

neonatal (Araujo y col., 2011).



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Consideraciones generales

La principal fuente de contaminacion de los animales susceptibles es el agua, ya
que se han realizado estudios que mencionan que el 10% de las infecciones
pueden ser transmitidas de individuo a individuo y la mayoria de las ocasiones es
debido a la contaminacion del agua potable (Eisenberg y col., 2005). La
prevalencia e intensidad de infecciones por Cryptosporidium spp en becerras
lecheras, varian de 20 a 84% e indican que estos son parasitos comunes en las

lecherias (Lassen y col., 2009).

Las manifestaciones patolégicas de criptosporidiosis son mas frecuentes en
animales lactantes de 1 a 3 semanas, aunque eventualmente los animales
afectados se pueden encontrar entre las 6 y 12 semanas de edad (Harp y col.,
1990). La frecuencia de criptosporidiosis detectada es relativamente baja en
becerras con diarrea en la primera semana pero se incrementa considerablemente
la segunda semana para disminuir hasta los 45 dias de edad, por lo tanto, la
susceptibilidad a Cryptosporidium varia de acuerdo con la edad y a otros factores
de riesgo que causen la diseminacién de la infeccion, ademas, las infecciones
mixtas con E. coli y Rotavirus, contribuyen en asociacion con Cryptosporidium la
presentacion de diarrea en becerras, con mas severidad (Harp y col., 1989:

Nussbaum y col., 1999).

Se han publicado varios criterios para medir la intensidad de eliminacion de
Cryptosporidium spp en heces (Bednarska y col., 1998; Ortolani y Castro, 2003;
Emre y col., 1998; Espinoza-Vargas, 2007). Al respecto, la literatura esta muy
limitada sobre estas comparaciones de excrecion, lo importante en este caso es
encontrar una relacion entre los grados de intensidad de eliminaciéon de ooquistes

de Cryptosporidium spp, y los grados de infeccion.



El primer caso de aislamiento de Cryptosporidium en ganado bovino fue en un
becerro con diarrea en 1971 (Panciera y col., 1971). Desde entonces, han habido
numerosos reportes de criptosporidiosis en diferentes paises y regiones (Chen 'y

Huang, 2012), incluyendo infecciones en humanos.

Las especies que han sido identificadas en bovinos, incluyen C. parvum, C. bovis
(Fayer y col., 2005), C. andersoni (Feng y col., 2011), C. ryanae, C. felis, C.
hominis (Smith y col., 2005), C. suis, Cryptosporidium genotipo ciervo (Fayer y
col., 2006), Cryptosporidium genotipo suis y Cryptosporidium porcino genotipo i
(Langkjaer y col., 2007). Sin embargo, las primeras cuatro especies (C. parvum, C.
bovis, C. andersoni y C. ryanae), son las principales responsables de
criptosporidiosis bovina (Maikai y col., 2011; Slapeta, 2011).

C. parvum coloniza el intestino delgado, es un parasito protozoario omnipresente
que comunmente infecta a los terneros neonatos, en ocasiones acompafado por
depresion, inapetencia, fiebre, deshidratacibn y pobre condiciébn corporal
(Bjorkman y col., 2003), en las primeras semanas de vida. La condicion puede
representar un problema significativo en granjas donde la prevalencia de la
infeccion es alta, con pérdidas econémicas debido al aumento de los costos de
tratamiento y ocasionalmente por la mortalidad. C. parvum en terneros es también
de importancia zoonética, con infecciones en personas adquiridas por contacto
directo con animales infectados o por la ingestibn de ooquistes por agua
contaminada o alimentos (Trotz-Williams y col., 2005). En bovinos adultos también
ha sido reportada esta especie causando una enfermedad que generalmente
cursa en forma subclinica y presenta bajos niveles de infeccion (Fayer y col.,
1998; Singh y col., 2006).

Existen evidencias de lesiones que ocurren en intestino delgado, y ocasionalmente
en el ciego y el colon, consistentes en atrofia y fusion de vellosidades, dilatacién
de las criptas, e infiltracion de la lamina propia con neutréfilos, ademas de

presencia de ooquistes de criptosporidias en la superficie epitelial (Angus y col.,



1982). Sin embargo, en bovinos infectados natural y experimentalmente se han
detectado grandes cantidades de ooquistes en sus excretas sin que haya una
demostracion de signos clinicos y el periodo infeccioso es mas frecuente entre el

primer y segundo mes de edad (Iseki y col., 1989, Atwill y col., 1999).

La prevalencia de criptosporidiosis en becerras lactantes de 1 a 30 dias de edad,
es generalmente elevada, frecuentemente mayor al 65%, observandose la mayor
frecuencia entre los 7 y 21 dias de edad (Delgado, 2007). La criptosporidiosis
produce un significativo impacto econémico debido a los costos de gastos médicos

y alas pérdidas en la productividad (Xiao y col., 2004).

2.2. Criptosporidiosis en México

Estudios realizados en Delicias, Chihuahua, muestran criptosporidiosis en
becerras con diarrea con una edad promedio de 14 dias y rangos de 1 a 35 dias.
El 40.54% de las becerras con diarrea se han observado positivas a la infeccion

en un 84.61% de los establos examinados (Trujillo-Guerrero, 2011).

En Cuauhtémoc, Chihuahua, la edad promedio observada en becerras con diarrea
debido a criptosporidiosis es de 7 dias con rangos de 1 a 21 dias. Se ha
encontrado el 60.9% de las muestras positivas a la presencia de ooquistes en

62.5% de los establos estudiados (Arreola-Herndndez, 2011).

En Tijuana, Baja California la edad promedio de las becerras con diarrea debido a
Cryptosporidium spp es de 11 dias con rangos de 4 a 31 dias. Se ha observado
que el 65.15% de las muestras de heces, han sido positivas a la presencia de

ooquistes en el 100% de los hatos estudiados (Mendoza-Delgado, 2010).

En todas las regiones los rangos de infeccion varian de 10 a 85% de becerras con
diarreas y los animales mas afectados estuvieron dentro de los 7 a 21 dias de

edad. Otros resultados obtenidos de estudios de diagndstico de diarrea en



becerras muestran un porcentaje de positividad a la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium spp, en Jalisco en becerras de 1 a 30 dias de edad con un 78%,
en Querétaro en becerras de 2 a 20 dias de edad con 75% y en Cd. Juérez,
Chihuahua en becerras de 2 a 30 dias de edad con 60%. Estos resultados no son
concluyentes ya que no son estudios dirigidos sino de diagnéstico de la diarrea
indiferenciada de las becerras. Estudios realizados en Aguascalientes muestran
prevalencias que van de 33 a 48%, en becerras de 0 a 28 dias de edad, con o sin

diarrea (Garcia y col., 2009).

2.3. Biologia molecular de criptosporidiosis

Desde 1977 se han descrito diversos trabajos de investigacion para intentar de
detectar, identificar y/o cuantificar parasitos y organismos patdgenos, mediante
pruebas de ADN, y se han publicado un sinnimero de revisiones sobre el tema.
En el caso de la criptosporidiosis, hasta hace poco, no habia una prueba de oro
para el diagnéstico y deteccion de criptosporidiosis bovina. La infeccion suele ser
mayor en becerros de 2 semanas de edad, los cuales excretan un alto nUmero de
ooquistes. Estos factores pueden dar lugar a variaciones en la sensibilidad y
especificidad de las diversas pruebas diagndsticas utilizadas para detectar la

infeccion en terneros de varias edades (Waele y col., 2011).

A pesar de esto, sOlo unas pocas pruebas basadas en el ADN para las
enfermedades parasitarias estan disponibles rutinariamente, y la mayoria de estos
son pruebas opcionales utilizadas de vez en cuando en el diagnéstico de
enfermedades (Hunt, 2011).

Es muy importante desde la perspectiva de salud publica, identificar las especies
de Cryptosporidium que comunmente infectan el ganado, ya que s6lo C. parvum
es considerado zoonético (Santin y Zarlenga, 2009). El diagndstico de laboratorio

de la criptosporidiosis en el hombre, tanto clinico como epidemioldgico requiere un



conocimiento de su naturaleza, historia y patogénesis; la biologia y éstas

caracteristicas de la infeccion han sido revisados en detalle (Brook y col., 2008).

Cryptosporidium spp. es la causa principal de diarrea y enfermedad
gastrointestinal de origen protozoario en terneros neonatales. Muchos estudios
coprolégicos se han descrito, técnicas serologicas para la deteccion de los

parasitos con limitaciones de sensibilidad y especificidad (Paul, y col., 2009).

La investigacion bioldgica, incluida en la investigacion epidemioldgica, hace el uso
mas amplio de diagndsticos basados en el ADN, proporcionando parasitos y
directrices para el manejo de enfermedades parasitarias. A pesar de la limitada
aceptacion de pruebas basadas en el ADN hasta la fecha, no hay duda de que
ofrecen gran potencial no sélo para detectar, identificar y cuantificar los parasitos,
sino también para informacion importante para la implementacion de estrategias

de control de parasitos (Hunt, 2011).

La identificacion de especies del género Cryptosporidium spp basadas en
técnicas como la morfometria son poco fiables, esto hace necesario el uso de
técnicas mas depuradas y especificas para la identificacion de especies, para la
deteccion de Cryptosporidium spp en heces mediante el uso de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Cordon y col., 2005). La PCR cuantitativa en
tiempo real demostré ser la prueba mas sensible y especfifica para detectar la

infeccidn independientemente de la edad del ternero (Waele vy col., 2011).

Aunque la PCR es principalmente el método mas sensible para la deteccion, su
uso requiere atencioén al posible aumento de falsos positivos cuando las PCR no
estan estandarizados (Helmy y col., 2014). Los métodos de PCR se han utilizado
ampliamente, pero se utilizan principalmente en la investigacion (Magi y col.,
2006).



Diferentes técnicas de PCR son una alternativa Util pare el diagnostico
convencional de Cryptosporidium spp de muestras clinicas y ambientales (Paul y
col.,, 2009), ya que tienen el potencial de abordar muchas de las limitaciones de
métodos tradicionales y se introducen frecuentemente en estudios previos para el
género o la deteccion especifica de la especie (Li y col., 2010). En cuanto a la
deteccion de los organismos a nivel tanto microscopico como inmunoldgico, la
PCR tiene un limite de detecciéon de hasta un ooquiste por muestra y puede
asegurar un diagnostico especifico hasta el nivel de especie con un 100% de
sensibilidad y especificidad diagnéstica, tanto en humanos como en bovinos (Paul
y col., 2009; Hussein, 2011; Sungur y col., 2008).

La sensibilidad de la PCR tanto para muestras clinicas como ambientales se ve
afectada por la presencia de inhibidores existentes en muestras fecales que
pueden minimizarse con cambios en la extraccion (Goncalves y col., 2008). Hay
una extensa variacion genética dentro del género Cryptosporidium con al menos
23 especies de consideradas como validas por la mayoria de los investigadores,
éstas especies son colectivamente encontradas en humano, raton, bovino, cerdo,
borrego, caballo, cabra, gato, perro, canguro, pollo, pavo, peces, hurdn, lagartos,
tortuga, mono y venado (Fayer, 2010; Traversa, 2010).

Dos de los géneros de Cryptosporidium, C. hominis y C. parvum, son
responsables de la mayoria de los casos de criptosporidiosis en humanos. C.
parvum ha sido implicado como una de las causas de criptosporidiosis en algunas
poblaciones de ganado bovino. Las diferencias moleculares y biolégicas fueron la
base para la clasificacion y diferenciacion de las especies de Cryptosporidium que
infectan a los seres humanos y animales (Hussein, 2011). Ademas los bovinos
jovenes presentan C. bovis mientras que los adultos también muestran ooquistes
de C. andersoni siendo una fuente de infeccion para los terneros en la dinamica de

transmision entre y dentro de las granjas (Brook y col., 2009; Wang y col., 2011a).



La identificacion presuntiva de Cryptosporidium puede llevarse a cabo mediante
distintas técnicas de tincion como Kinyoun (Harrington, 2009), Auramina (Lujan y
Garbossa, 2008), para la identificacion de género se pueden utilizar técnicas de
deteccion de antigenos como inmunofluorescencia (Xiao y Herd, 1993) o
enzimoinmunoensayos (Polage y col, 2011). Sin embargo, la identificacion de
especie requiere del uso de técnicas moleculares (Wang y col., 2011b), debido a
que hay diferencias morfométricas de los ooquistes y una baja especificidad de
huésped de las especies del género Cryptosporidium (Chen y Huang, 2012). Por
tal motivo se han desarrollado varias técnicas moleculares para la identificacion de
las diferentes especies y genotipos del género Cryptosporidium, utilizando alguna
region del genoma, dependiendo de la finalidad de los estudios. Cryptosporidium
€S un organismo que presenta un genoma moderadamente compacto con una

densidad de aproximadamente un gen por 2 Mb (Fraser-Liggett, 2005).

El tamafio tan pequefio de los ooquistes de Cryptosporidium hace que en el
examen microscopico se vean similares en muchas especies de Cryptosporidium.
Para superar estas limitaciones, la identificacion y diferenciacion de
Cryptosporidium es comunmente logrado mediante enfoques moleculares (Power
y col., 2011). Para determinar las especies de Cryptosporidium se han utilizado
genes de baja variabilidad como el gen de la subunidad menor del ARN ribosomal
(ARNr 18S), con fragmentos de ~830 pb a 849 pb, utilizando pruebas de reaccion
en cadena de la polimerasa — polimorfismo de la longitud de fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP) de extractos de ADN de ooquistes y una proteina de la
pared del ooquiste (COWP), usando enzimas de restriccion Ssply Mboll (Wang y
col., 2011b). Ademas, con pequefias cantidades de parasitos, no detectados por
microscopia, la PCR anidado con cebadores internos ARNr 18S, son capaces de
reconocer la infeccion (Kuzehkanan y col, 2011). También se han realizado
aislamientos de ADN de heces y agua y se ha amplificado la regién gendémica 18S
rDNA de Cryptosporidium, sometidos a electroforesis en un gel de agarosa y
tefiidos con bromuro de etidio (Hussein, 2011). Otro gen estudiado es la secuencia

del nucledtido de la proteina de choque térmico de 70 KDa (HSP-70) el cual



proporciona otro lugar Util para el analisis filogenético del género Cryptosporidium
(Sulaiman vy col., 2006).

Otras regiones de moderada variabilidad utilizadas también, han sido los genes de
la B-tubulina por medio de analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) de aislamientos de C. parvum, los cuales permiten conocer dos
subgrupos llamados Hy C (Widmer y col., 1998). Los genes TRAP (C1, C2y C4)
han sido utilizados para identificar ADN de Cryptosporidium por medio de la PCR,
detectando al parasito a partir de heces diarreicas de bovinos, y para esclarecer el
papel de éstos en la diseminacién y brotes de criptosporidiosis por contaminacién
del agua (Leng y col, 1996). Las regiones intergénicas ITS-1 e ITS-2 son
utilizadas para analizar genéticamente por secuencia de la region variable en el
gen 18S ARNr (Tiangtip y Jongwutiwes, 2002).

Con la caracterizacion molecular del parasito Cryptosporidium se ha hecho posible
diferenciar ooquistes identificando especies, genotipos y niveles de subgenotipos.
Una de estas herramientas esta basada en el analisis de la secuencia del gen
glicoproteina 60-kDa (GP60), el cual permite la identificacién de muchas familias
de genotipos y subgenotipos dentro de cada uno (Sulaiman y col., 2006). Este gen
se expresa durante la fase de merogonia para producir un precursor de GP60, el
cual se escinde proteoliticamente en productos de glicoproteina de 15- y 45-kDa
localizada tanto en la superficie de esporozoitos y merozoitos. El gen gp15/45/60
muestra un grado muy alto de diversidad de secuencias entre aislamientos de C.
parvum. Este gen es de utlidad para la toma de huellas digitales de los
aislamientos, y para establecer una significativa relaciones entre genotipo y
fenotipo de C. parvum (Strong y col., 2000).

Actualmente una de las herramientas de subtipificacion utilizados mas
comunmente se basa en el andlisis de la secuencia de éste gen GP60, el cual es
el mas adecuado y extensamente usado como marcador genético para especies

de Cryptosporidium que infectan a humanos, ya que permite la identificacion de
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subtipos de familias dentro de C. parvum, asi como varios subtipos (alelos) dentro
de cada familia (O'Brien y col., 2008). Este locus es util para éste tipo de estudios
ya que contiene mdltiples regiones con la mas alta resolucion como un marcador
anico para subtipificar aislamientos de C. parvum que muestran altos indices de
mutacion, incluyendo en particular, una region microsatélite “hipervariable” (Strong
y col.,, 2000; Chen y Huang, 2012). El entendimiento de los subgenotipos de C.
hominis y C. parvum puede aportar pistas sobre los mecanismos de infeccion de
estos organismos y sentar las bases cientificas para la eficacia de las modalidades

terapéuticas (Feng y col., 2007).

En general, hay once familias del genotipo GP60 encontradas en C. parvum. Las
familias genotipos lla y llb son zoondticas ya que estas dos han sido identificadas
que infectan humanos y animales. Las familias genotipo lic y lid son también
comunes y ampliamente distribuidas. A la fecha, C. hominis comprende seis
familias genotipo GP60 definidas (la—Ig; excluyendo Ic, la cual aun no esta
definida) (Hira y col., 2010).

Estudios del gen GP60 han demostrado que ciertas familias de genotipos estan
geograficamente relacionadas, comunmente se encuentran las familias de

genotipos la, Ib, Id y le (Strong y col., 2000).

El analisis de la secuencia del gen GP60 revela que todos los aislamientos pueden
pertenecer a subtipos GP60 en humanos (O Brien y col., 2008). Esta observacion
es confirmada por los polimorfismos en algunos loci de microsatélites y ademas
apoya la hipétesis de que la mayoria de los aislados de los terneros con diarrea
tienen un gran potencial zoon6tico ya que también han sido identificados en
humanos y en ganado de ltalia, los Paises Bajos, Dinamarca, Australia y el Reino
Unido (Leoni y col., 2007; Hunter y col., 2008).

Los satélites han sido usados para investigar la estructura genética y rastreo

geografico de Cryptosporidium, aunque la escasez de datos de secuencia para la
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mayoria de los loci en base de datos internacional y la diversidad en técnicas
usadas para amplificar el tamafio de los alelos tiene una muy limitada

comparacion entre diferentes estudios (Jex y col., 2008).

El polimorfismo de satélites ha sido evaluado mediante PCR, y los alelos
encontrados han sido logrados por tipificacion de secuencia de multilocus
(Grinberg y col., 2008), electroforesis en gel de poliacrilamida, y electroforesis
capilar automatizada (CE) con cebadores etiquetados, llamados tipificacion de
fragmentos de multilocus (Leoni y col., 2007). Esta Ultima técnica ha demostrado
ser Util para detectar poblaciones de parasitos mixtos en muestras individuales y
es una alternativa econdémica para secuenciar, aunque fragmentos de igual
longitud pero con sustitucion de nucleétidos no son diferenciadas por este método.
La mayoria de los analisis CE se han basado en el uso de etiquetas fluorescentes
simples, lo cual reduce el numero de marcadores que pueden ser analizados en

una mezcla de reaccion simple.

La herramienta del analisis de CE es muy util para detectar infecciones mixtas en
muestras individuales. Una potencial limitacién de las herramientas de CE se
relacionan con el hecho de que éstas no dan datos de la secuencia del ADN, lo
cual sustancialmente limita la comparacion de diferentes estudios (Jex y col.,
2008).

Las ventajas de PCR incluyen mayor sensibilidad, costo relativamente bajo,
rapidez en la deteccion de patégenos multiples y la capacidad de discriminar entre
las especies y las cepas si los cebadores adecuados son seleccionados. Sin
embargo, la secuenciacién también es costosa, requiere mucho trabajo, tiempo, y
necesita un asistente de laboratorio para operar el secuenciador de ADN y hacer
analisis de datos, lo que lo adapta para una respuesta diagnéstica rapida (Li y col.,
2010).
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M. JUSTIFICACION

Dado el potencial patégeno de Cryptosporidium spp en becerros y la dificultad de
remover e inactivar los ooquistes, una vez que éstos entran al suministro de agua
en hatos lecheros, y considerando que la criptosporidiosis ha sido diagnosticada
en becerras de la Comarca Lagunera, de 1 a 35 dias de edad, es necesario
caracterizar el comportamiento de los ooquistes de las criptosporidias
encontradas, para un mejor entendimiento de la fuente, proceso de transporte, y
destino de los ooquistes que, en Ultima instancia, ayudara en el desarrollo de
estrategias de manejo del agua para minimizar la contaminacion y la exposicién

del parasito.

Ademas con el conocimiento de la enfermedad en la regién es urgente realizar
estudios complementarios sobre la identificacion de Criptosporidium patégenos

para el hombre como C. parvum, debido al potencial zoonotico.

Se eligid la Comarca Lagunera debido a que cuenta con mas de 360 establos
lecheros con un promedio de 1,400 mil cabezas de ganado por hato, siendo
alrededor del 10% becerras lactantes, las cuales son mas susceptibles a la
infeccion por Cryptosporidium spp, ademas de que la prevalencia de

criptosporidiosis en la region es de entre 50 y 60%.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

a) Identificar Criptosporidium spp en heces de becerras Holstein lactantes con

diarrea, de la Comarca Lagunera, por métodos moleculares.

4.2. Objetivos especificos

a) Identificar Cryptosporidium spp en heces, utilizando la técnica de Ziehl

Neelsen modificada.

b) Identificar Cryptosporidium parvum en heces, positivas a criptosporidiosis

con la técnica de ZNm, utilizando PCR.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Marco de referencia

La Comarca Lagunera esta localizada en la parte central de la porcién norte de los
Estados Unidos Mexicanos, ubicada en los meridianos de 102° 22" y 104° 47"
longitud Oeste, y los paralelos 24° 22" y 26° 23" latitud Norte. La Laguna, como
comunmente es conocida ésta region, esta integrada por 15 municipios: 10 del
estado de Durango (Gémez Palacio, Lerdo, Tlahualilo, Mapimi, San Pedro del
Gallo, San Luis del Cordero, Mapimi, Rodeo, General Simoén Bolivar, San Juan de
Guadalupe) y 5 del estado de Coahuila (Torredn, Matamoros, San Pedro de las
Colonias, Francisco I. Madero y Viesca). Debe su nombre a los cuerpos de agua,
0 sea a las trece lagunas que existieron en el area, entre las que estaba la Laguna
de Mayran, que se alimentaba por los rios Nazas y Aguanaval, hasta antes de la
construccion de las presas Lazaro Cardenas y Francisco Zarco, que en la
actualidad regulan su afluente, por lo que las lagunas han desaparecido (Comarca

Lagunera.com).

La Comarca Lagunera es una zona que se caracteriza por sus limitados recursos
hidricos y por su clima seco templado. Esta regién, que se localiza en la zona
norcentral de México, en llanuras y planicies de una altitud media de 1.100 msnm,
circundadas por cadenas montafiosas de 2.800 a 3.700 msnm, consiste
predominantemente en zonas aridas y semiaridas, donde por razones climaticas y
de relieve se tiene de manera permanente un problema de baja o reducida
disponibilidad de agua. La escasa precipitacién y las caracteristicas del terreno
sOlo favorecen la aparicion de corrientes intermitentes y efimeras. Solo los

principales rios tienen flujos permanentes (INEGI, 2005).

En la regiébn se observan cuatro principales usos del agua, que en orden de

importancia son: Agrario (89 %); publico urbano (7 %); pecuario (2 %) e industrial
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(2 %). Del total del volumen utilizado para satisfacer estas demandas, el 60,6 % se

extrae del subsuelo mediante el aprovechamiento de los acuiferos

5.2. Toma de muestras

La presente investigacion se realizd en la Comarca Lagunera, tomando una
muestra de 20 hatos lecheros, los cuales fueron seleccionados aleatoriamente,
realizando visitas entre junio y agosto del 2016. Las muestras se colectaron por
Unica vez, del 100% de becerras de 0 a 35 dias con signos clinicos de diarrea
directamente del recto, mediante masaje rectal con el uso de guantes desechables
y recipientes de plastico con tapa e inmediatamente fueron analizadas, en las

proximas 24 horas después de la colecta.

5.3. Deteccion de ooquistes

La deteccion de ooquistes fecales de Crystosporidium spp se llevd a cabo
mediante la preparacion de extendidos fecales a partir de cada muestra, y tefiidas
utiizando la técnica Ziehl Neelsen modificada. Los extendidos fecales fueron
tratados con una solucion de carbol fucsina (1 g de fucsina, 1 mL de etanol 96%, 5
ig de fenol, 95 mL de agua destilada) durante 30 minutos, se destefieron con una
solucion al 1% de &cido clorhidrico- alcohol 70%, durante 1 minuto, se lavaron con
agua corriente, y se contratifieron con una solucion de azul de metileno al 1%
durante 5 min. Después de un lavado final con agua corriente, los extendidos se
secaron a temperatura ambiente y se examinaron por microscopia de luz usando
un lente con objetivo de 40X, para verificar la presencia de ooquistes de

Cryptosporidium.

Se registraron las caracteristicas de tincion de los ooquistes de acuerdo al
tamanio, forma y promedio de ooquistes (rojo brillante) en 25 campos visuales con

un aumento de 40X y se clasificaron de la siguiente manera: (+) de 1 a 10
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ooquistes, (++) de 11 a 20, (+++) de 21 a 40, (++++) mas de 40 y (-) para ningn

ooquiste (Espinoza-Vargas, 2007).

5.4. Purificacion de ooquistes

Las muestras positivas fueron almacenadas a 4°C en una solucion de dicromato
de potasio (K2Cr207) al 2.5%. Para su purificacion, cada muestra fue filtrada a
través de un cedazo de malla de poro de 0.035 mm, para remover los residuos
grandes, y el filtrado fue procesado dentro de 24 horas de la toma de muestras de
la siguiente manera: El K2Cr207 se elimind mediante tres ciclos de precipitacion
con solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS; 0.1 M, PH 7.4) y suspendida
en PBS. Los ooquistes se aislaron a continuacion, utilizando una solucion saturada
de sacarosa por la técnica de flotacion (Scott y col.1995) y se purific6 por

gradiente de centrifugacion discontinua con sacarosa (Thompson y col., 2007).

55. Extraccion de ADN

Los ooquises de Cryptosporidium fueron lavados tres veces con PBS y se
suspendieron en 0.2 mL de agua destilada estéril antes de la extraccion de ADN.
El genoma de ADN fue extraido usando un protocolo que consiste en suspender el
aglomerado (pelet) de ooquistes en DNAzol®, se agregan perlas de vidrio y se
agita (vortexear), luego se incuba a 90°C, se agregan isopropanol, se vuelve a
vortexear y se agrega etanol al 75%. El sobrenadante conteniendo ADN fue diluido
en 25 pyL de agua grado molecular y almacenado a -20°C antes de ser usada para
el analisis de la reaccién en cadena de la polimerasa. EI genoma de ADN fue

extraido de una muestra negativa como control negativo (Chen y Huang, 2012).
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5.6. Amplificacion de unapequefia subunidad del gen ARN
Ribosomal (SSU rRNA)

Se utiliz6 un protocolo de PCR anidado en dos etapas para amplificar un
fragmento de 4430 pb del gen SSU rRNA wusando cebadores F1
5'GATTAAGCCATGCATGTCTAAG-3" Y R1:5 TTCCATGCTGGAGTATTCAAG- 3
para PCR primario, y F2: 5 CAGTTATAGTTTACTTGATAATC- 3 Y R2:
CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC-3' para el PCR secundario. La PCR se llevé a
cabo en un volumen de 25 pL conteniendo 1 pL (10 ng/pL) de ADN gendmico, 1
uL de cada cebador, 12.5 uL de My Tag mix® (polimerasa), y 9.5 uL de agua libre
de nucleasas. El primer paso del programa de PCR incluyd 30 ciclos,
desnaturalizacion 94°C 50 seg, templar cebadores 53°C 50 seg, y extension de
cebadores 72°C por 1 min, y el segundo paso de PCR incluyé 30 ciclos (94°C 50
seg, 58-60°C 50 seq, y 72°C por 1 min), usando el producto de ADN del primer
paso como plantilla (Lindergard y col., 2003).
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron un total de 850 muestras de heces de becerras lactantes con una
edad de 1 a 35 dias, de 20 establos lecheros, y se encontraron 561 (66%)
muestras positivas con la técnica de ZNm, se tomaron 100 de éstas muestras con
una intensidad de excrecion de ooquistes grado 4 (>40 ooquistes/25 campos/40X),
las cuales se analizaron por el método de PCR utilizando cebadores para C.
parvum. El resultado fue tomado mediante electroforesis en gel de agarosa, el cual

arrojo un 75% de muestras positivas (Figura 1).
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Figura 1. Resultados de la PCR en gel agarosa para la identificacion de
Cryptosporidium parvum
El criterio tomado en nuestros estudios ha sido aplicado con muy poca variacion
en la interpretacién, ya que se observaron 25 campos a 400 aumentos y se
graduaron en negativo, grado 1 de 1 a 10 ooquistes, grado 2 de 11 a 20 ooquistes,
grado 3 de 21 a 40 ooquistes, y grado 4 con mas de 40 ooquistes. Algunos
investigadores comentan que el grado 1 se presenta en animales asintomaticos o

prepatentes, mientras que los grados 2 a 4 predominan en becerros con diarrea.
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Podemos entonces inferir que entre los grados de intensidad de eliminacion de
ooquistes de Cryptosporidium spp, se detectan los grados de infeccion en forma.
incipiente (grado 1), leve (grado 2), moderada (grado 3) y severa (grado 4)
(Bednarska y col., 1998; Ortolani y Castro, 2003; Emre y col., 1998; Espinoza-
Vargas, 2007).

Las muestras estudiadas por la técnica de ZNm arrojaron un 100% positivas a la
presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp., sin embargo los resultados de
PCR mostraron un 25% de muestras negativas, al respecto Mufioz y col. (2011)
mencionan que las posibles explicaciones para los resultados PCR negativos
serian: a) Una inadecuada extraccion del DNA desde los ooquistes del parasito, b)
degradacion del DNA extraido y c) inhibicién de la PCR. Con relacién a las dos
ditimas, es posible afirmar que el material fecal puede contener DNAsas
bacterianas que pueden degradar el material genético liberado, ademas, se
consideran inhibidores del PCR a las sales biliares, bilirrubina y algunos complejos

polisacaridos.

La prevalencia en becerras lactantes de entre 1 a 35 dias de edad, es
generalmente elevada, observandose la mayor prevalencia entre los 8 a 14 dias
de edad. En México, la enfermedad ha sido reconocida desde cuando se
documenté su presencia en bovinos lactantes, posteriormente, se ha informado de
esta parasitosis en hatos lecheros de los estados de México, Hidalgo, Jalisco,
Querétaro y Guanajuato, Chihuahua y la Comarca Lagunera entre otros (Castillo y
col., 2009). Solano (2008) refiere que la edad es un factor de riesgo, asociado con
la infeccion de Cryptosporidium spp y ha sefialado que los primeros 30 dias de
vida de los animales se corresponden con el periodo de maximo riesgo de

infeccién con C. parvum.

Asadpour y col. (2013) en su estudio utilizaron la técnica de la PCR anidado, para
detectar C. parvum y ver la prevalencia Cryptosporidium, demostrando con ésta

técnica tiene una alta sensibilidad y especificidad comparada con otras técnicas.
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Un estudio realizado en Mashhad (Iran), donde se utilizaron un total de 300
muestras fecales de becerros de 1 a 30 dias de edad, tomadas de 10 granjas,
mostré un 28.3% (85 muestras) positivas a Cryptosporidium spp. analizadas
mediante PCR-anidada, resultados muy por debajo de nuestro estudio (Hong y
col., 2013).

Mufioz y col. (2011), mediante el método de PCR, mostraron que el limite de
deteccion fue superior que al de ZN, demostrando también que la PCR es el
método mas sensible al ser capaz de detectar una menor cantidad de ooquistes
que el método microscopico. Estos mismos investigadores, de 205 muestras
obtuvieron 102 (49.8%) positivas con la técnica de ZN, de las cuales seleccionaron
aleatoriamente 58 ZN positivas y 10 ZN negativas, y fueron procesadas mediante
PCR género-especifica, mostrando que todas las muestras ZN positivas también
fueron positivas a la prueba de PCR, de igual manera, las 10 muestras ZN

negativas no dieron reactividad con PCR.

Tahvildar y Salehi (2014) reportaron que ZN mostr6 una sensibilidad del 94% y
especificidad del 100%, pero la sensibilidad y especificidad del método PCR fue
de 100%.
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VIl. CONCLUSIONES

Las muestras positivas a Cryptosporidium spp. con la técnica ZNm muestran una
positividad diferente que con la técnica de PCR, la cual detectdé C. parvum,
probablemente por la contaminacién bacteriana que pueden contener enzimas
degradadoras del DNA o a una mala conservacion de las muestras, o porque hay

otras especies involucradas que no se estudiaron en la presente investigacion.

Los resultados de C. parvum positivos a PCR (75%), nos indican una alta

prevalencia del patdgeno en becerras lo cual resulta en un problema de zoonosis.

Es necesario realizar estudios complementarios para identificar otras especies de
Cryptosporidium que afectan a las becerras, como C. andersoni, C. bovis, y C.

ryane.
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