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I. INTRODUCCION
Cryptosporidium es un protozoo intracelular descrito en 1907 por Tyzzer.
Taxondmicamente, se encuentra dentro del Phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida,
subclase Coccidiasina, orden Eucoccidiorida, suborden Eimeriorina (se desarrollan macro
y microgametos de forma independiente, y el zigoto es inmavil) y familia Cryptosporidiae
(ciclo vital monoxeno, es decir, con un solo hospedador) (Atias, 1998; Cordero et al.,
1999).

Los parasitos son esféricos o elipticos. En las células epiteliales del intestino presentan un
tamafio entre 2 y 6 um y se encuentran localizados en vacuolas parasitéforas Los
00cCistos presentan cuatro esporozoitos, sin esporocistos, son ovoides y pueden medir
entre 3 y 9 um segun la especie, tipo y cepa que se trate (Egyed, et al., 2003).

La criptosporidiosis es una enfermedad cosmopolita, con mayor incidencia en zonas con
clima tropical o templado sobre todo en verano y meses lluviosos. En paises en
desarrollo, en los que prevalece una sanidad deficiente y hacinamiento, constituye una
zoonosis de mayor importancia. La mayor parte de los estudios epidemiolégicos indican
que Cryptosporidium es una causa comun de diarrea en todo el mundo, infectando casi al

7% en nifios en paises desarrollados (Romero, 1993).

Cryptosporidium causa una parasitosis que infecta las células epiteliales del tracto
digestivo, puede llegar a causar la muerte en pacientes inmunosuprimidos. La
criptosporidiosis origina diarreas en el ganado joven de granja no destetado que incluye
terneros, corderos, cabritos; también se puede presentar en nifios menores de 10 afios

que conviven con estos animales (Cordero et al., 1999, Helmy et al., 2013).

Las diarreas neonatales causan pérdidas econdmicas importantes en las que se
encuentran involucrados una serie de agentes, tales como Rotavirus, Escherichia coli, y
Cryptosporidium spp. Estos agentes pueden llegar a ocasionar la muerte de los corderos,
y en el mejor de los casos un retraso en el crecimiento. Hasta los afos setenta se
identificaba al parasito Cryptosporidium como agente causal de diarrea, anteriormente

confundidas con las producidas por E. coli. Cryptosporidium spp., es un protozoario que
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parasita una amplia gama de vertebrados, y produce diarreas, anorexia y pérdida de
peso. Ademas es un agente zoondtico con diversos ciclos de infeccién, tanto especie-
especificos como interespecie. Se ha encontrado asociado a enfermos de SIDA siendo
una de las tres primeras causas de muerte, por o que ya se conoce su secuencia

gendémica completa (Abrahamsen et al., 2004).

La transmision es fecal-oral, por contacto directo de hospedador-hospedador y a través de
alimentos o agua contaminados con oocistos, infectantes en el momento de ser
eliminados con la materia fecal del hospedero. Cabe mencionar que la criptosporidiosis se
ha identificado en brotes epidémicos debidos a fuentes de agua contaminada, de redes de

agua potable, de superficie o recreativas (Cordero et al., 1999).

El estudio de los genes de la subunidad pequefia del rRNA divide a las especies del
género Cryptosporidium en dos grupos; uno formado por C. muris y C. serpentis, y otro
formado por C. felis, C. meleagridis, C. wrairi, y C. parvum. Tiene ocho cromosomas de
tamafos moleculares semejantes y presenta uno de los genomas mas pequefios de los

organismos unicelulares eucarioticos (Egyed et al., 2003).

La prevalencia de Cryptosporidium en rumiantes es de 32.2% de acuerdo con la técnica
de PCR, sin diferencias significativas entre especies animales. Por PCR se identifico
65.7% Cryptosporidium parvum, 11.8% Cryptosporidium ryanae, 4.1 % Cryptosporidium
bovis, y combinaciones de C. parvum con C. ryanae 11.2%. C. parvum con C. bovis 5.3%
y C. parvum con Cryptosporidium andersoni 1.8%. Esto de acuerdo a un estudio realizado
al gen 18 s RNA (Helmy et al., 2013).

Gracias a su gruesa pared, los oocistos de Cryptosporidium resisten los tratamientos
guimicos usuales: no sufren alteracion después de ser expuestos a 80 ppm de cloro/30
min, e incluso pueden tolerar 24 h en el cloro utilizado para blanqueado de ropa. A
concentraciones de 10 ppm, los oocistos pueden permanecer infectantes durante 48
horas (Dillingham et al., 2002).
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El empleo de ozono (1 ppm x 5 min), la congelacion o calentamiento (>72° C durante 1
min o 45 °C por 10 - 20 min) son métodos mas efectivos. Permanecen viables al cabo de
una semana en la mayoria de los congeladores caseros. Debido a su tamafio, Unicamente
los filtros capaces de remover particulas de 1 um resultan confiables (Dillingham et al.,
2002).

Este organismo presenta interés en salud publica debido a su caracter zoonético y ha sido
identificado con frecuencia en bovinos y ovinos (Becher et al., 2004; Santin et al., 2004),
en los cuales constituye uno de los principales agentes etiolégicos de la diarrea neonatal
(De La Fuente et al., 1999; Moore y Zeman, 1991; Naciri et al., 1999; Uga et al., 2000).
Por lo que el presente trabajo tiene como objetivo establecer la prevalencia del parasito
Cryptosporidium spp. Mediante la técnica de Ziehl-Neelsen y RT-PCR en ovinos menores
de un afo de cuatro plazas comerciales del Estado de México.
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ll. REVISION DE LITERATURA
ETIOLOGIA
Taxonomia
Cryptosporidium es un protozoo intracelular descrito en 1907 por Ernest Edward Tyzer.

Considerado un parasito de caracter zoonético. (Fayer 2004, Fayer y Xiao, 2008).

La morfologia de los oocistos es importante para determinar la taxonomia de
Cryptosporidium pero no es de gran relevancia para la diferenciacion entre especie. Se
han definido gran variedad de especies del género, de las cuales Cryptosporidium parvum

es la especie que mas afecta a los animales incluido el hombre (Plutzer et al., 2009).

Los oocistos de Cryptosporidium bovis son morfolégicamente indistinguibles de los de C.
parvum, estos oocistos no son infecciosos en ratones ni en corderos de menos de una
semana de edad (Fayer et al., 2005) la infeccion natural con esta especie ha sido

detectado no solo en terneros también en corderos (Plutzer et al., 2009).

Los oocistos de Cryptosporidium ryanae identificado como Cryptosporidium de los ciervos
como genotipo son similares a los de C. parvum y C. bovis pero de menor tamafio. El
ganado es el unico hospedero conocido de esta especie. Sus o0ocistos no son infecciosos
en ratones y corderos. Analisis multi- locus demostré que C. ryanae es distinta de todas
las otras especies y también demostro la falta de recombinacion (Fayer et al., 2008).

Los oocistos de Cryptosporidium suis son estructuralmente indistinguibles de C. parvum,
pero genéticamente distintos de todas las especies y genotipos conocidos, C. suis no es
transmisible a ratones y poco contagioso para el ganado, infecta principalmente a cerdos
pero también se ha diagnosticado en pacientes humanos y terneros (Ryan et al., 2004,
Caccio et al., 2005).

La infeccién con Cryptosporidium se ha encontrado en una gran variedad de aves, pero
solo tres especies de Cryptosporidium aviares han sido nombrados: Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium baileyi y Cryptosporidium galli. Estas especies de
Cryptosporidium difieren en sus sitios predilectos. A pesar de que tanto C. meleagridis y

C. baileyi se encuentran en el intestino delgado y grueso y la bursa, difieren
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significativamente en tamafo de oocistos y solo C. baileyi también se encuentra en los
tejidos respiratorios tales como la conjuntiva, los senos paranasales y la trdquea. Por el
contrario, C. galli infecta solo el proventriculo (Xiao et al., 2004).

El género Cryptosporidium comprende protozoos que se desarrollan y multiplican en las
células epiteliales del tracto digestivo, puede infectar otros epitelios como el respiratorio y
renal, especialmente en pacientes inmunosuprimidos. (Cordero et al., 1999). Tiene una
ubicacion particular dentro de la célula ya que se sitia en el borde luminal de los
enterocitos, localizacion que se ha definido como intracelular pero extracitoplasmatica
(Cordero et al., 1999; Fayer, 2004).

Epidemiologia

La prevalencia de este parasito es variable en funcion de la especie en la que se
encuentre, por PCR en rumiantes es del 32.2%, se ha identificado un 65.7% de C.
parvum, 11.8% de C. Ryanae, 4.1% de C. bovis y un 11.2% de combinaciones entre C.
parvum y C. ryanae, 5.3% de C. parvum y bovis, 1.8% de C. parvum con C. Andersoni. En
humanos la prevalencia es de 49.1% PCR identific6 el 60.5% de Cryptosporidium
Hominis, 38.2% de Cryptosporidium parvum y 1.2% de Cryptosporidium parvum en

combinacion con Cryptosporidium bovis (Helmy et al., 2013).

Ciclo biologico
Cryptosporidium spp. Es un parasito mondgeno debido a que todos los estadios de
desarrollo ocurren en un mismo hospedador, aunque tiene fases de reproduccion

asexuada y sexuada (Atias, 1998; Cordero et al., 1999).

El ciclo se completa en un solo hospedador en dos dias, y comienza con la ingestion de
oocistos esporulados (eliminados por las heces de un individuo infectado), seguida por el
desenquistamiento en el tracto gastrointestinal del hospedador, liberdndose los cuatro
esporozoitos con forma de platano que invaden la pared del epitelio intestinal (se produce
por contacto con agentes reductores, generalmente sales biliares o enzimas digestivas,

aunque puede producirse de forma espontanea) (Atias, 1998; Cordero et al., 1999).
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Los esporozoitos liberados son moviles e invaden activamente la célula hospedadora,
mediante movimientos de deslizamiento y flexion, penetrando la zona apical de las
microvellosidades (Atias, 1998; Cordero et al., 1999; Fayer, 2004; Thompson et al., 2005).
El extremo anterior de cada esporozoito se adhiere a través del antigeno tipo
circumesporozoito (CSL) a un receptor presente en las microvellosidades intestinales
(Fayer, 2004; Del Coco et al., 2009). Del extremo anterior del parasito surge una vacuola
gue se fusiona con la membrana de la célula para formar una interfase hospedador-
parasito. El parasito queda contenido en una vacuola denominada parasitéfora, de
ubicacion intracelular, pero extracitoplasmaticamente (Cordero et al., 1999; Fayer, 2004;
Del Coco et al., 2009).

FIGURA 1.- Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.

)
! /
. | f / ' y, Células epiteliales intestinales
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— . .
&

(Barta et al., 2006).
El ciclo comienza con el ingreso de oocistos esporulados via oral al tracto digestivo
(eliminados por las heces de un individuo infectado), en donde, los esporozoitos son
liberados 4 a 6 um 16 por cambios en la temperatura y el pH, y accién de las sales biliares
y proteasas. Estos alcanzan los enterocitos mediante movimientos de deslizamiento y
flexion y se multiplican en la zona apical de las microvellosidades, dentro de una vacuola

parasitéfora intracelular, extracitoplasmatica.
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Las dos primeras etapas de multiplicacion son asexuadas. A partir de un esporozoito se
forma el meronte | que contiene ocho merozoitos en su interior, los que se liberan y
pueden volver a formar nuevos merontes | o ingresar a nuevas células y constituir el
meronte I, que contiene cuatro merozoitos. Estos se liberan al lumen e ingresan a nuevas
células para iniciar la fase sexuada del ciclo, algunos se diferencian en gametos
masculinos o microgamontes (catorce o dieciséis por cada merozoito), y otros en gametos
femeninos 0 macrogamontes (uno por cada merozoito). Los microgamontes son liberados
y cada uno va a fecundar a un macrogamonte formando asi un cigoto, el cual luego de
producida la esporulacion, va a dar origen a un 0o0cisto con cuatro esporozoitos en su
interior. Este es finalmente excretado con las heces, como oocisto inmediatamente

infectante.

Las etapas de reproduccion incluyen dos fases de esquizogonia (multiplicacion
asexuada), la de gametogonia (multiplicacion sexuada), asi como la fase de esporogonia

(esporulacién) la cual tiene lugar dentro del hospedador (Cordero et al., 1999).

Los oocistos estan recubiertos de una pared gruesa que les confiere proteccion en el
medio ambiente, pero un 20% de estos presentan una pared fina y, por lo tanto,
desenquistan enddégenamente, originando un fendmeno de autoinfeccion. En el medio
ambiente se mantienen infecciosos por meses en un intervalo amplio de temperaturas. La
autoinfeccion es importante clinicamente, ya que la ingestibn de pocos oocistos puede
originar procesos clinicos graves. La desenquistacion espontanea, en ausencia de
sustancias reductoras, explica las infecciones pulmonares por este microorganismo
(Fayer, 2008).

Transmision

La transmisién de este parasito es directa, via fecal- oral, siendo la principal fuente de
infeccion en rumiantes domésticos, las heces excretadas por terneros neonatos diarreicos
infectados con el agente, aunque también se debe considerar la eliminacién de oocistos
por los animales adultos que actian como portadores asintomaticos. En estos animales
neonatos infectados, se describe que durante el periodo de méxima eliminacién, pueden

excretar entre 10°- 10’ oocistos por gramo de heces (Cordero et al., 1999).
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También se ha descrito la transmision indirecta de esta parasitosis, ya sea a través de los
alimentos o por ingesta de aguas contaminadas con este agente protozoario (Cordero et
al., 1999). Siendo la via indirecta la més significativa desde el punto de vista
epidemiolégico, en cuanto a su diseminacion dada las caracteristicas del parasito, ya que,
posee oocistos de pequefio tamafio, con una gruesa pared quistica, resistencia al
tratamiento con cloro y &cidos, viabilidad prolongada de hasta varios meses en el
ambiente, excrecion de estadios inmediatamente infectivos, baja dosis infectante para
infectar otros organismos y considerable potencial zoonético (Garcia 1999; Zanaro et al.,
2008; Yoder et al., 2010). La contaminacion de aguas de consumo con material fecal de
ganado bovino o humano, se ha asociado con brotes de diarrea causada por este
parasito. Esto debe ser considerado desde el punto de vista de la salud publica, ya que
los métodos usuales de tratamiento de aguas potables (filtracion floculacion,
sedimentacién y desinfeccibn) no son completamente eficaces en la remocion o
inactivacion de los oocistos de Cryptosporidium spp., (Cordero et al., 1999; Fayer, 2004).
Aunque 17 especies del parasito se han denominado, varios estudios de transmision
cruzada han demostrado que el organismo no tiene especificidad de hospedero (Romero,
1993).

Patogenia

La invasion que produce este protozoo en los enterocitos provoca una alteracion de las
células digestivas, reduciendo el borde de las microvellosidades, lo que causa una atrofia
parcial de las vellosidades intestinales y fusion de estas, quedando la superficie de
absorcion disminuida (Atias 1998; Cordero et al., 1999; Del Coco et al., 2009). El
organismo intenta remplazar las células dafiadas por otras nuevas, cuya capacidad
enzimatica y de absorcién es menor, lo que se traduce en un paso de fluidos desde la
vellosidad a la luz intestinal, debido al aumento de la presion osmotica por el acumulo de
nutrientes en el lumen (Cordero et al., 1999; Del Coco et al.,2009). La combinacién de
pérdidas del tamafio de las vellosidades y del borde microvellositario disminuye la
absorcion de fluidos, electrolitos y nutrientes, y conduce a la pérdida de enzimas
digestivas de membrana, lo cual contribuye a la mala absorcién y a la desnutriciéon. La
mala absorcion y la alteracién de la digestion producen un sobre-crecimiento de la flora

intestinal, cambios en la presién osmatica e influjo de liquido hacia la luz intestinal (Del
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Coco et al., 2009). Paralelamente, puede existir una alteracion en la permeabilidad del

epitelio intestinal por modificacion de las uniones celulares (Cordero et al., 1999).

Cuadro clinico en animales

La criptoporidiosis origina diarreas en el ganado joven de granja no destetado, los
animales adultos también pueden excretar oocistos que pueden transmitirse a otros
hospedadores susceptibles. Las infecciones del ganado ovino por Cryptosporidium
parvum pueden producir diversos grados de deshidratacion, inactivacion del intestino,
anorexia, fiebre y deterioro del estado fisico, las fases enddgenas infectan a los
enterocitos de la porcion distal del intestino delgado, el ciego y el colon. La mortalidad es
baja excepto si ocurre una infeccién asociada con otros patégenos entéricos, tales como
rotavirus, E. coli, (Del Coco et al., 2009; Cordero et al., 1999; Fayer, 2008).

Se pueden detectar oocistos en hospedadores clinicamente normales y en enfermos. Los
terneros y los corderos con diarrea pueden excretar entre 10° y 10° oocistos por g de
heces (Koinari et al., 2014).

No existen signos patognomonicos que diferencien a la criptosporidiosis de procesos
patolégicos causados por otros enteropatdgenos el principal signo clinico es la diarrea, de
consistencia variable, entre heces aparentemente formadas y acuosas, color amarillento,
sin sangre, asociada a la excrecion de un gran nudmero de oocistos y puede ir
acompafiada de anorexia, dolor abdominal, pérdida de peso, postracion y fiebre. Su
duracion es variable, oscilando entre 3-5 dias en los casos leves y 1-2 semanas en los
mas graves. Asi por ejemplo, causa diarrea autolimitada en hospederos
inmunocompetentes y diarrea cronica en individuos inmunocomprometidos. El sindrome
de mala absorcién que se produce, ademas lleva a un sobre crecimiento bacteriano que

agrava aun mas el cuadro (Atias, 1998; Cordero et al., 1999).

Las alteraciones encontradas a la necropsia de un rumiante neonato son la caquexia y la
deshidratacion. En la cavidad abdominal puede existir atrofia de la grasa mesentérica e
infarto en los linfonodos regionales. El intestino delgado podria presentar una enteritis

congestiva con la mucosa hiperémica, pero no hemorragica y al observar las vellosidades
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estas se pueden presentar atrofiadas y con el epitelio columnar sustituido por células

inmaduras (Cordero et al., 1999).

Diagnostico

La criptosporidiosis no puede ser diagnosticada solo por los sintomas, debido a que la
sintomatologia es similar a la presentada en otras enfermedades intestinales causadas
por diferentes tipos de bacterias, virus o parasitos. Los métodos de deteccion e
identificacion para el género Cryptosporidium pueden agruparse en tres categorias:
(Ocampo et al., 2011).

Métodos clasicos. Normalmente, el diagndstico se establece por métodos microscopicos
convencionales, y se utilizan con frecuencia el método modificado de Ziehl-Neelsen (Z-N)
y el de auramina-fenol en frotis fecales sin concentrar. Cuando en las muestras se espera
un numero bajo de oocistos, la concentracion de los oocistos de las muestras fecales

puede aumentar la sensibilidad de la deteccion (Ocampo et al., 2011).

La principal ventaja de la técnica de tincion de Z-N es su bajo costo, esto sumado a que
los extendidos una vez tefiidos, pueden ser conservados de forma permanente. Asi
mismo, con Z-N como metodologia diagnostica, la principal desventaja que existe es el
consumo de tiempo que requiere (Abe et al., 2002). Por lo anterior, es necesario tener en
cuenta el tiempo necesario de preparacion previa al estudio, para la visualizacion de los

oocistos de Cryptosporidium.

Métodos inmunoldgicos. Han resultado Gtiles dos sistemas de deteccion inmunolégica de
oocistos de Cryptosporidium los cuales se basan en la deteccion de antigenos
(inmunofluorescencia directa y ELISA), para lo cual se han comercializado varios kits.
Cada uno tiene un nivel similar de sensibilidad y puede emplearse tanto en muestras
fecales concentradas como no concentradas, dependiendo del ndmero probable de
oocistos en la muestra. Comparados con las tinciones convencionales, los kits son
costosos, considerando que parecen tener un umbral similar de detecciéon (Ocampo et al.,
2011).
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Métodos moleculares. Como alternativa al diagnéstico convencional se ha desarrollado
una gran variedad de protocolos basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para la deteccion de acidos nucleicos de Cryptosporidium spp. (Ocampo et al.,
2011).

DIAGNOSTICO MOLECULAR POR RT-PCR

TECNICA DE RT-PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), desarrollada por
Kary Mullis en 1985 (Press Release, 1993).

Actualmente sabemos que la mision de la PCR es copiar millones de veces una
secuencia especifica de ADN blanco mediante una poderosa catalisis llevada a cabo por
una enzima conocida como ADN polimerasa, de tal manera que cantidades pequefias de
ADN pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente para analizarse con diferentes fines
(Stock, 2006).

FUNDAMENTOS

La reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los
que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente
el ADN en las células. En la reaccién, si usamos como sustrato ADN genémico, entonces
tipicamente hablamos de una PCR, pero si usamos ADN complementario (ADNc)
proveniente del ARNm (&cido ribonucleico mensajero) se le conoce como RT-PCR
(Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés). Esta conversién se logra mediante
una reaccion conocida como transcripcion reversa y controlada por la enzima
transcriptasa reversa, capaz de convertir el ARNm en una molécula de ADNc (Tamay et
al., 2013).

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN o ADNCc), la
enzima, los oligonucleétidos o primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs:
adenina, timina, citosina y guanina), el i6n magnesio (Mg*?), una solucién amortiguadora o

buffer y H,O. Todos estos elementos interactlan en tres etapas principales de las que se
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compone la PCR: desnaturalizacién, hibridacion y extension. Los equipos en donde se
realiza la reaccién son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados para
establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo
necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reaccién, para
corroborar si se amplifica la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o
también llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para confirmar si la
reaccion fue exitosa. A continuacion se explicaran cada uno de los puntos mencionados
(Tamay et al., 2013).

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas para
su manipulacion. Para entrar en contexto, es importante recordar que la molécula de ADN
estd formada por tres componentes: un azlcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una
base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina) que es complementaria con la base
de otra cadena de tal forma, que el ADN se estructura en una doble hélice. La
complementariedad entre las bases esta dada por puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofobicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica del ADN es
negativa y esta dada por los grupos fosfatos. En la PCR, el templado son las cadenas de
ADN que se separan y funcionan como molde para que la enzima sintetice las nuevas
cadenas que llevan la secuencia blanco de interés. Por su parte, la DNA polimerasa se
encarga de la catalisis de la reaccion, sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan
la secuencia blanco. La enzima mas usada con frecuencia se llama Taq ADN polimerasa,
que proviene de una bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus, la cual vive en
condiciones de temperatura muy altas y por eso su ADN polimerasa es capaz de soportar
ese tipo de temperaturas. El rasgo que distingue a esta enzima bacteriana de otras ADN
polimerasas de otros organismos es su capacidad para mantener su funcionalidad a
temperaturas altas, por lo que se le considera una enzima termoestable. También se
necesita de los elementos ya mencionados como primers, dNTPs, Mg*?, buffer y H,O
(Stock, 2006).

Los primers son secuencias de oligonucleétidos que flanquean y delimitan la secuencia

blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamafio
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oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la
secuencia (Stock, 2006).

Por su parte, los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq
polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que
contribuyen a la especificidad de la reaccion, por ello es importante que su concentracion
sea la adecuada ya que de lo contrario pueden afectar la funcion de la Taq polimerasa.
Normalmente, se utilizan a una concentracion que oscila entre 0.2 a 1.0 mM. El buffer es
la solucion amortiguadora que se usa en la reaccion y generalmente estd compuesta de
Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1X. También se usan otros
buffers de composicién distinta que son facilmente comprados en el mercado. El
magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, por eso
se debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el rendimiento de la Taq
polimerasa; regularmente su concentracion oscila entre 0.5 y 2.5 mM. En ocasiones ya
viene incluido en el buffer, pero en otras se le tiene que agregar. El agua es el disolvente
en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de nucleasas, enzimas que degradan a

los acidos nucleicos (Tamay et al., 2013).

Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,

hibridacion y extension.

Desnaturalizacion. En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a
una temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia
del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, serd necesario mas tiempo para
romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres
enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la velocidad en la que el
termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al modelo del equipo. Al
final de esta etapa tendremos las cadenas separadas que servirdn como templado para el

siguiente paso.

Hibridacién. En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado

previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el
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complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacion o
temperatura melting (Tm) sea la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60 °C. Si el
disefio de los primers es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y

especificidad del complejo sera eficiente.

Extensién. En esta etapa, la Taq polimerasa actta sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcion catalitca a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas
es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura 6ptima para la
reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo,
se habran formado los amplicones con un tamafio dictado por el nimero total de pares de
bases (pb) (Tamay et al., 2013).

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurri6 eficientemente, los amplicones son
visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa. La electroforesis consiste
en la separacion de grandes moléculas como los acidos nucleicos a través de una matriz
soélida que funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de
acuerdo a su tamafio y carga eléctrica. Esta separacion se hace bajo un buffer o tampon
gue puede ser TAE o TBE. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato les
proporciona la carga negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el polo
positivo. Para ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se
calienta hasta que la agarosa hierva lo suficiente y posteriormente se vacia a un
recipiente que sirve de base para que solidifique. Generalmente el porcentaje al que se
prepara el gel es al 1.2% aunque, dependiendo del tamafio de las moléculas, puede ser
de hasta el 2%. Otro ingrediente que se agrega al gel es un compuesto conocido como
bromuro de etidio, una molécula intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena.
Cuando es excitado con luz UV emite una sefial que permite la visualizacién de los
amplicones en forma de bandas. Es importante manipular con mucho cuidado este

compuesto porque se sabe que es mutagénico y teratdgeno (Tamay et al., 2013).

Se seleccionaron los tipos de Cryptosporidium a utilizar del gen 18s rDNA que son C.

parvum, C. hominis, C. andersoni, C. bovis, C. meleagridis y C. ryanae. De los cuales se
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bajaron los pares de bases depositados en el gene bank con los cédigos JX237825-
JX237828, JX237830- JX237833 y JX298596-JX298604. Posteriormente se depositan en
el programa mega 6 donde se alinean y donde no hay mayor mutacion se selecciona el
nuamero de pares de bases a utilizar que van de 130 a 411 para establecer las enzimas de
restriccibn que se utilizaran para la determinacion de cada tipo de Cryptosporidium
mediante el programa neb cutter que de acuerdo a su analisis las enzimas a utilizar son:
Sspl, Mboll y Apol (Helmy et al., 2013).

Control y tratamiento

Tres hechos biologicos tendrian importancia epidemiologica en contribuir a la
sobrevivencia y diseminacion de este parasito en el ambiente. Estos son: primero, los
oocistos son inmediatamente infectantes al salir con las heces del hospedero; segundo,
estos oocistos tienen una elevada resistencia a las condiciones medio ambientales lo que
les permite, por ejemplo, permanecer infectivos por 2 a 3 semanas y sobrevivir en el suelo
por mas de 50 dias a temperaturas inferiores a los -10°C y por altimo, los oocistos al ser
muy pequefios y resistir la accion de desinfectantes convencionales, como la cloracion,
pueden pasar a través de los procesos fisicos y quimicos de tratamientos de aguas y por

tanto sobrevivir en agua potable por varios meses (Mufioz et al., 2011).

En animales domeésticos el control de esta parasitosis es dificil, debido a que prevenir la
exposicion de los terneros a la contaminacion se hace muy complicado. Se sugiere, poner
los bebederos y comederos a una altura adecuada, para de esta forma evitar la
contaminacion con heces. Asi también, se recomienda remover las deposiciones
diariamente, para impedir la diseminacion de los oocistos (Barriga, 2002). Otras medidas
que pueden disminuir el riesgo de infeccion son aquellas que permitan controlar la
temperatura y humedad de las zonas de pariciones, asi como mantener la limpieza
mediante la desinfeccion de estas areas a través de la aplicacion de desinfectantes
eficaces. Asimismo, se deben considerar medidas basicas como separar a los animales

enfermos de los sanos y procurar que la ingestion de calostro y leche sea la adecuada.

Se han estudiado diversos farmacos para el tratamiento de la criptosporidiosis, entre ellos

se incluyen antibiéticos de amplio espectro, antihelminticos, anticoccidiales, etc. Sin
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embargo, ninguno ha resultado ser completamente eficaz en el tratamiento de esta
parasitosis. La escasa respuesta a muchos agentes quimioterapéuticos se ha explicado
por la ubicacion unica intracelular del parésito, que puede servir como un "mecanismo de
escape" para proteger a los parasitos de las drogas anticriptosporidiales. Entre los
productos que han mostrado alguna actividad parcial en rumiantes neonatos, se
mencionan al amprolio, la salinomicina y la sulfaquinoxalina, las que reducen el nimero
de oocistos excretados. El tratamiento sintomatico puede prevenir elevadas tasas de
mortalidad en rebafios y disminuir las pérdidas por morbilidad; sin embargo, la primera
medida a realizar es la reposicion de fluidos y electrolitos mediante la administracion oral
o parenteral de soluciones hidratantes. Ademas, se debe restringir el consumo de leche
durante un periodo, para evitar que llegue sin digerir al intestino grueso, donde se
produciria una diarrea de tipo fermentativo (Thompson et al., 2005, Ortega et al., 1999).

El ozono y la luz ultravioleta han demostrado ser eficaces en la desinfeccion de oocistos

en las plantas de tratamiento de agua (Fayer, 2004; Yoder et al., 2010).
Los controles para reducir el impacto de la transmisién zoonotica y la polucién del medio

ambiente deberian incluir la adecuada gestién para la eliminacion o disposicion de los

desechos animales (Zanaro et al., 2008).

Tabla 1. PREVALENCIAS DE Cryptosporidium spp., REPORTADAS EN EL MUNDO.

Autor Lugar Poblacién estudiada Técnica de Prevalencia
deteccion (%)
Fatimah (1995) Oeste de Malasia 25 corderos - 36.0
Kambarage (1996) Morogoro, 121 borregos - 97.5
Tanzania
Agunyole, Cadmus Ibadan, Nigeria Z-N 43.3
y Sansi (2001)
Ohaeri e lwu Aba, Nigeria 29 borregos Z-N 2.1
(2003)
Abou-Eisha (1994) Giza, Egipto 100 corderos - 24
El-Hohary y Abdel- Gharbia, Egipto 52 borregos Z-N 7.69
Latif(1998)
Dezfouli y Meshgi Teherén, Irdn 87 ovinos - Corderos de
(2002) menos de un
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mes: 14.28
Borregos de
mas de 3
afos: 17.69
Mahdi y Ali (2002) Basrah, Iraq 45 borregos Z-N 13.3
Nassif. Amery Egipto 200 corderos Z-N 13.3
Osman (2002)
Eisa y Mohammed Giza, Egipto 470 corderos y cabritos - 16.8 en
(2004) (310 diarreicos y 160 no diarreicos
diarreicos)
Ozer (1990) Eilazig, Turquia 267 corderos - 12
Nouri y Karami Lorestan, Iran 215 borregos no Z-N 17.2
(1991) diarreicos
Villacorta et al., Galicia, Espafia 69 ovinos Tincién de Heine 1.44
(1991). Corderos sacrificados en
rastro con edades de 6
dias a 6 meses
Minas, Larissa, Grecia 65 corderos diarreicos Z-N 4.61
Koutsoukou-
Hartona y
Papasavvas
(1994).
Mufioz et al., Espafia 183 corderos diarreicos Z-N 45
(1996).
Jian Min et al., China 3250 corderos - 23.08
(1999).
Causapé et al., Zaragoza, Espafia 344 corderos Z-N 59
(2002).
Ulutas y Voyvoda Aydin, Turquia 67 corderos diarreicos Heine 79.1
(2004). 77 corderos no diarreicos
18.2
Zhuang et al., Guangdong, Ovinos Fenol auramina 'y 21.7
(2004). China Z-N
Seving, Usluy Konya, Turquia 471 muestras de corderos Z-N 2.97
Derinbay (2005). de 1-60 dias
Craig et al., Hirta, St. Kilda, Corderos y adultos Z-N 2001-28.6
(2006). Escocia 2002-9.0
2003-11.9
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Zorana, Sofijay Serbia 126 corderos de 1 a 90 Z-Ny Kinyoun 42.1
Kulisi¢ (2006). dias de edad
Nagy (1995). Hungria 53 corderos Z-N 22.64
Majewska et al., Polonia 205 borregos Z-N 10.1
(2000).

*Z-N: Ziehl Neelsen, I-F: Inmunofluorescencia

Tabla 2. PREVALENCIAS DE Cryptosporidium spp. EN AMERICA, MEXICO Y
ESTADO DE MEXICO.

Autor Lugar Poblacion estudiada Técnica de Prevalencia
deteccion (%)
Santos Da Distrito de 10 corderos Z-N 20
Silva et al., Guaiba,
(1990). Brasil
Kaminjolo Trinidad y 683 cerditos, becerros, - 20
(1993). Tobago corderos y cabritos diarreicos
y no diarreicos
Valenzuela Valdivia, 196 corderos muertos (de 0 a Z-N 7.7
et al., Chile 28 dias de edad)
(1991).
Green et al., | Sao Paulo, 184 corderos en época de Auraminay 55.4
(2004) Brasil lluvias Z-N
179 corderos en época seca
17.3
Green, S&o Paulo, 20 corderos Auraminay 26.7
Amarante y Brasil 20 borregas Z-N 31.9
Mascarini
(2005).
Alonso et al., Toluca, 1200 (559 corderos y 641 Z-N General: 34.3
(2005). México ovejas) Corderos: 32.5
Ovejas: 35.9
Xiao, Herd y Ohio, 9 corderos diarreicos recién Z-N 100
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Rings E.UA. nacidos (5-10 dias de edad)
(1993). 23 corderos de 2 a 3 semanas IF 78.3
de edad
23 ovejas clinicamente sanas 17.4
Olson Canada 89 borregos de granjas IF 24
(21997). privadas, universitarias y otras
Martinez et 40 borregas en un hato Kinyoun 100
al., (2007).
Sischo et al., Estados 198 becerros de tres semanas 15%
(2000). Unidos de edad de 11 hatos.
Fayer et al., Estados 571 novillas con una edad de PCR 11.90%
(2006) Unidos uno a dos afos provenientes
de 14 hatos lecheros.
Santin et al., Estados 30 animales con una edad IFyPCR. 19 al 20 %
(2008). Unidos desde el nacimiento hasta los De los 30
24 meses animales 29
fueron positivos.
Coklin et al., Canada 183 muestras de animales de | IF microscopica 6.2%
(2008). menos de 6 meses de edad y PCR. 4 delos 11
provenientes de 11 hatos. hatos salieron
positivos con
una prevalencia
de 36.4%
Trotz- Sur de 1089 becerros con una edad Método de 30 % por medio
Williams Ontario de 7 a 28 dias sucrosay por de microscopia
(2008). PCR - RFLP y la prevalencia
entre hatos de
77 %.
*Z-N: Ziehl Neelsen, I-F: Inmunofluorescencia
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ll. JUSTIFICACION
En la lucha contra las enfermedades infecciosas, la microbiologia clinica necesita
optimizar a nivel de especificidad y sensibilidad, las mejores técnicas diagnésticas
tendientes a ejecutar los programas mas adecuados en materia de prevencion, control y
tratamiento.
Cryptosporidium es un parasito zoon6tico por lo que tiene importancia en Salud Publica,
causante de nauseas, vomito, dolor abdominal, fiebre de baja intensidad, anorexia,
pérdida de peso, deshidratacion severa y desequilibrio hidroelectrolitico; ocasionalmente
los pacientes presentan tenesmo, cefalea intermitente, sangre oculta en heces,
linfadenopatia y desnutricion severa, ocasiona pérdidas en el rebafio sobre todo si actta
en combinacion con otros agentes como E. coli y parvovirus, este es el principal motivo
por el cual se debe determinar un método eficaz para identificar el tipo de Cryptosporidium
Spp. que se encuentra en las poblaciones animales.
La técnica de Z-N se sigue ocupando en el mundo debido a su confiabilidad y bajo costo,
y debido a que en las plazas comerciales existe un alto riesgo de diseminacion del
parasito, es necesario conocer la prevalencia existente.
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido la principal herramienta
diagnoéstica que ha aprovechado las bondades de la biologia molecular a tal punto de
alcanzar gran valor y versatilidad como técnica de analisis debido en parte, a su
adaptabilidad y aplicabilidad.
Por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo establecer la prevalencia de
Cryptosporidium spp. Mediante la técnica de Ziehl Neelsen y corroborar por RT- PCR en

ovinos menores de un afio en cuatro plazas comerciales del Estado de México.
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IV. HIPOTESIS
Existe una prevalencia del 30% de Cryptosporidium spp., en ovinos de menos de un afio
de edad.
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V. OBJETIVOS

General
Determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp., en ovinos de menores de un afo de
edad.

Especificos

Identificar a Cryptosporidium spp., mediante la técnica de Ziehl Neelsen en corderos y
ovejas (gestantes, lactando y vacias) menores de un afio de edad.

Corroborar mediante la técnica de RT-PCR la presencia de Cryptosporidium ssp.
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VI. MATERIAL Y METODOS

A\

Heces de ovinos menores de un afio de edad, de cuatro diferentes plazas
comerciales de animales del Estado de México.
Guantes de latex

Tubos

Centrifuga.

Frascos de Coplin

Portaobjetos

Microscopio

Tamiz de diferentes tamaros

Vasos

Agua

Gasas

Embudos

Papel filtro.

Toallas sanitas

Termociclador

Microcentrifuga

Micropipetas

Microtubos para PCR, estériles

Puntas estériles

Agua destilada, desionizada y estéril

Primer forward y reverse

DNTP’s

Buffer para PCR (Solucién amortiguadora para PCR).

YV V V V V V V V VYV VYV V VYV V VY VYV V V V V VY V VYV

Polimerasa Tag.
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VIl. METODOS

Existen diferentes técnicas de tincibn que se realizan sobre extendidos de heces, y en
algunos casos con el material previamente concentrado, con el propésito de aumentar la
sensibilidad (Cordero et al., 1999). Los protocolos de laboratorio de rutina para la
deteccion de oocistos de Cryptosporidium spp., tanto en heces como en muestras de
medio ambiente (ej. agua), incluyen el examen microscopico de estos extendidos, previa
concentracion de la muestra, los que son tefiidos ya sea con Giemsa, Heine o Ziehl
Neelsen (Z-N) (Atias, 1998; Cordero et al., 1999; Fayer, 2004). Dentro de estas, la técnica
mas difundida para la deteccion de oocistos en heces, es la de Z-N modificada ya que se
basa en la propiedad de &cido-resistencia del parasito, cuando es sometido a estos
procedimientos de coloracion (Georgi y Georgi, 1990; Atias, 1998; Barriga, 2002).

Las muestras de heces se recolectaron en guantes de latex en rebafios de ovinos de
cuatro plazas comerciales (Puente de San Bernabé, plaza de Ixtlahuaca, plaza de

Texcaltitlan y plaza de Cieneguillas de Guadalupe).

La deteccion de Cryptosporidium spp., en muestras fecales se realizé mediante la tincion
de Ziehl-Neelsen (Aguedo, et al., 2005).

PROCEDIMIENTO
1. Teiiir con carbolfucsina durante una hora en frascos de Coplin
2. Enjuagar con agua corriente en frascos de Coplin dejando correr el agua
suavemente sobre el frasco durante dos o tres minutos
3. Decolorar con alcohol acido hasta que las laminillas hayan tomado un color rosa
palido y haya dejado de correr el color rosa
Enjuagar nuevamente
Contra tefiir con azul de metileno durante 30 segundos.

Enjuagar con agua corriente durante 2 0 3 minutos

N o g bk

Secar las laminillas al aire.
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Las muestras se dividieron en dos:
1.- Fueron conservadas en dicromato de potasio para su posterior analisis mediante PCR.
2.- Se purificaron para realizar la prueba de PCR mediante el siguiente procedimiento:

1. Se tamiz6 la muestra utilizando mallas de diferente tamafio (nimero 50 apertura
en mm 0.297, area abierta de 30.3%, numero 100 apertura en mm 0.149, area
abierta 36% y 200, apertura en mm 0.074, &area abierta de 33%) previamente
diluida en agua.

2. Se centrifugaron las muestras en gradiente de sucrosa para obtener los oocistos y

conservarlos con glicerol aproximadamente en proporcion 1:4.

RT-PCR

La identificacion de Cryptosporidium en muestras de heces se realiz6 mediante la
amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de regiones del ADN
ribosomal, del gen 18S r DNA (Helmy et al., 2013).

Los primers utilizados en el trabajo para la primera amplificacion de 1325 pares de bases
del fragmento 18S de una  subunidad ribosomal de ADN fue,
5_TTCTAGAGCTAATACATGCG-3_ y 5 -CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3 posteriormente
para la amplificacion de 830 pares de bases y realizar el siguiente PCR, se utilizaron
5_-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3 y 5 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3 (Helmy,
2013).

La técnica de PCR consistié en una desnaturalizacion inicial de 98° C por 30 s, seguido
de 40 ciclos a 98° C por 10 s, alineacion a 55° C por 30 sy finalmente la extension a 72°C
por 10 minutos.

La siguiente PCR a una temperatura inicial de desnaturalizacion de 98°C por 30s y 45
ciclos con 98°C por 10 s y una extension final a 72°C por 10 minutos.
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CALCULO DEL NUMERO DE MUESTRAS
El tamafio de muestra se obtuvo con la tabla para el célculo del tamafio de muestra al
95% de confiabilidad descrita por Thrusfield (1990). Tomando en cuenta una prevalencia

de 32.2% y un tamafio de poblacion infinita.

Z: xP(1-P)
[l = ——
Ij_‘

Substitucion de la formula

n= Es el valor a obtener y representara el tamafio de muestra.

Z?= Valor tedrico y representa el nivel de confianza. Si el nivel de confianza es del 95.5%
Z*=4,

d*= constituye el error de estimacién, normalmente oscila entre mas o menos 5% y 10%.
Py (1-P) = valores de 50 y 50.

Se analizaron 200 muestras de las cuatro plazas comerciales donde: en San Bernabé se
obtuvieron 80 muestras individuales, la plaza de Ixtlahuaca 60 muestras, plaza de
Texcaltittan 30 muestras, plaza de Cieneguillas 30 muestras individuales de ovinos
menores de un afo, a todas ellas se les aplico la técnica de Ziehl-Neelsen (Z-N), (Georgi
& Georgi 1990).
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VIIl. LIMITE DE ESPACIO
El presente estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal CIESA ubicado en KM. 15.5 Carretera Toluca-Atlacomulco, CP 50200.
Las muestras se recolectaron de animales ovinos de menos de un afio de edad en las
plazas de Ixtlahuaca, puente de San Bernabé, plaza de Texcaltitlan y plaza de
Cieneguillas de Guadalupe en el municipio de Almoloya de Juarez.
Plaza de Ixtlahuaca
Ixtlahuaca, es uno de los 125 municipios del estado de México. Limita al norte con el
municipio de Jocotitlan, al sur con el municipio de Almoloya de Juéarez, al noreste con el
municipio de Jiquipilco y al poniente con el municipio de San Felipe del Progreso.
Se venden alrededor de 3600 animales segun el registro de boletos vendidos los dias
lunes. (Comunicacion personal, 2015). Sus coordenadas son: 19°28'06" al 19°44'03"
latitud norte y 99°40'43" al 99°54'59" longitud oeste.
Plaza de Texcaltitlan
Texcaltitlan municipio que conforman al Estado de Méxicolimita al norte
con Temascaltepec y con San Simon de Guerrero al este con Coatepec Harinas, al sur
con Almoloya de Alquisiras y Sultepec, al oeste con Tejupilco, se venden alrededor de
2000 animales los dias martes. Se localiza entre las coordenadas geograficas 18° 51' 4"y
19° 01' 02" latitud norte y entre 99° 51' 26" y 100° 00' 51" longitud oeste.
Plaza de Cieneguillas de Guadalupe
Se localiza en el Municipio de Almoloya de Juéarez en el Estado de México.
Se venden alrededor de 2500 animales segun el registro de boletos vendidos los dias
jueves (Comunicacion personal, 2015). Se encuentra en las coordenadas GPS: Longitud
(dec): -99.859167 Latitud (dec): 19.404722.

Plaza puente de San Bernabé

El puente de San Bernabé, ubicado en la localidad de Mayorazgo de Leo6n, se ha
convertido desde hace mas de sesenta afios en la plaza ganadera mas grande del centro
del pais debido a las ocho hectareas de extension que ocupa. Bartolo Lopez Romero,
quien lleva dos afios en la administracion e inspeccién del lugar, afirma que cada lunes se

concentran en la plaza de San Bernabé para su comercializacion mas de diez mil cabezas
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de ganado equino, ovino, bovino y porcino, asi también como perros, aves y conejos.

(Comunicacion personal, 2015).
Se localiza entre las siguientes coordenadas geograficas:

Minima Maxima
Longitud oeste 99°42'07" 99°56'13"
Latitud norte 19°14'20" 19°33'01"
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION
La prevalencia general del presente trabajo fue de 62.8%, de un total de 200 muestras.
Uribarren, (2010) menciona que la prevalencia de la enfermedad en paises
industrializados oscila entre 0,1y 27,1%, con una media de 4,9%, mientras que en paises
en desarrollo los resultados varian entre 0,1 a 31,5%, con una media de 7,9%. Aun
cuando los estudios epidemiolégicos han demostrado que la parasitosis estd mas
difundida de lo que anteriormente se pensaba, es dificil determinar la extension del
problema, tanto a nivel médico veterinario como humano.
Dentro de las plazas muestreadas tenemos animales que provienen de unidades de
traspatio donde los animales solo son alimentados a base de pastoreo y de explotaciones
intensivas donde los animales son alimentados solo a base de alimentos concentrados.
En el presente estudio, se recolectaron y analizaron 200 muestras de heces en 4 plazas
comerciales de ganado ubicadas en el Estado de México, en las que se tomaron muestras
de ovinos, gestantes, lactantes, vacias y corderos de menos de un afio de edad, el
porcentaje de muestras por plaza fue: San Bernabé 40%, Ixtlahuaca 30% Cieneguillas
15% y Texcaltitlan 15%.
El presente trabajo representa un reporte de criptosporidiosis en ovinos menores de un
afo de edad en el Estado de México, en donde encontramos una prevalencia general de
62.8% con una prevalencia del 63% en hembras y 55% en corderos (tabla 3), al igual que
en otras partes del Continente donde se encontraron prevalencias desde 7.7 Valenzuela
et al., (1991), hasta el 100% Xiao, Herd y Rings en USA (1993).
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Tabla 3.- PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. EN OVINOS MENORES DE UN
ANO DE ACUERDO CON EL ESTADO FISIOLOGICO EN CADA PLAZA
COMERCIAL DEL ESTADO DE MEXICO.

PLAZA CATEGORIA Numero de Prevalencia
positivos Z-N
PUENTE DE SAN HEMBRAS GESTANTES 22 11 /22 50%
BERNABE n=80 LACTANTES 25 20/25 80%
muestras VACIAS 11 8/11 2%
CORDEROS DEOAG6 22 14/22 63%
MESES
IXTLAHUCA HEMBRAS GESTANTES 16 8/16 50%
n=60 muestras LACTANTES 27 16/27 59%
VACIAS 5 4/5 80%
CORDEROS DEOAG6 12 7112 58%
MESES DE
EDAD
TEXCALTITLAN HEMBRAS GESTANTES 7 717 100%
n=30 muestras LACTANTES 7 a7 57%
VACIAS 2 1/2 50%
CORDEROS DEOAG6 14 5/14 35%
MESES
CIENEGUILLAS DE | HEMBRAS GESTANTES 6 3/6 50%
GUADALUPE LACTANTES 5/8 62%
n=30 muestras VACIAS 3 1/3 33%
CORDEROS DEOAG 13 8/13 61%
MESES
Total n=200 126/ 200 62.8%
HEMBRAS 139 88 POSITIVAS PREVALENCIA
63%
CORDEROS 61 34 POSITIVAS PREVALENCIA
55%

Alonso et al., (2005), en el Estado de México encontraron una prevalencia del 34.3% con

una mayor infeccion en borregas adultas que en corderos lactantes. Aunque las borregas

pueden actuar como reservorios en la infeccion subclinica por Cryptosporidium spp.

Maria de Lourdes Ordofies Sanchez

30




DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. EN OVINOS MENORES DE UN ANO DE
EDAD EN CUATRO PLAZAS COMERCIALES DEL ESTADO DE MEXICO

(Ortega- Mora et al., 1999). Parece ser que los corderos aparentemente sanos pueden ser
la fuente de infeccion para los demas (Nassif et al., 2002). No hay que olvidar que
Cryptosporidium spp. Puede convertirse en un agente oportunista secundario 0

complicante (De la Fuente et al., 1999).

En la prevalencia obtenida por plazas se observa una mayor frecuencia en la plaza de
Texcaltitlan con un 70% aunque la prevalencia fue mayor en el puente de San Bernabé

como lo muestra la tabla 4.

Tabla 4.- PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. EN HECES DE OVINOS
MEDIANTE LA TECNICA DE ZIEHL NEELSEN POR PLAZA COMERCIAL.

Plaza Muestras Prevalencia Prevalencia del total de

Positivas/plaza por Plaza muestras/plazas
Puente de San 53/80 66.25% 53/200= 26.5%
Bernabé
Ixtlahuaca 35/60 58.33% 35/200=

17.5%

Texcaltitlan 21/30 70.00% 21/200= 10.5%
Cieneguillas de 17/30 56.66% 17/200=
Guadalupe 8.5%
Total 126/200 62.81% 63%

De acuerdo con el grupo etareo, encontramos una mayor prevalencia en las hembras

(63%) que en corderos (55%), de las hembras muestreadas la mayor prevalencia se

observé en las hembras lactantes (48%) (Tabla 5).
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Tabla 5.- PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. POR GRUPO ETAREO
DETECTADO EN HECES DE CORDEROS Y BORREGAS MEDIANTE LA TECNICA DE
ZIEHL NEELSEN.

Prevalencia por Prevalencia por
Categoria/subcategoria subcategoria categoria
Hembras Gestantes 29/50= 58% 29/139=20.86%
139 50
Lactantes 45/67= 67% 45/139=32.37%
67
Vacias 14/22= 63% 14/139=10.07%
22
Corderos De 0 a 6 meses 34/61= 55% 34/200=17.00%
61 61

Alonso et al., en 2005 encontraron una mayor prevalencia en el municipio de Toluca con
52.8%, seguido de Xalatlaco 43.4% vy Jiquipilco 30.6%, con una prevalencia general de

34.3%, en corderos 32.5% y en ovejas 35.9%.

Ocana (2015) en Tlalpujahua de Rayon, Michoacan de Ocampo, encontrg una prevalencia

en corderos menores de 60 dias entre el 90 y 100%.

Xiao et al., 1993, en Ohio, E.U.A. encontr6 una prevalencia de 100% en corderos
diarreicos recién nacidos de 5- 10 dias de edad, una prevalencia de 78.3% en corderos de
2 a 3 semanas de edad y 17.4% en ovejas clinicamente sanas mediante la técnica de

Ziehl Neelsen e Inmunofluorescencia.

PCR.
Con respecto a corroborar la prevalencia mediante la técnica de PCR, en el presente
trabajo no se obtuvo la amplificaciéon de los amplicones de Cryptosporidium spp quizas

por la inhibicién de las DNAsas, presentes en las heces de los corderos.
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El analisis genético a partir de ADN extraido de heces es complicado, pues generalmente
el ADN obtenido se encuentra contaminado con restos propios del material fecal, de la
dieta del animal o suele estar en bajas cantidades o degradado (Deuter et al., 1995). El
uso de un método adecuado de extraccion es fundamental, no solamente para eliminar
impurezas, pero sobre todo, para evitar la inhibicién en la amplificacion de productos en
pruebas de PCR (Maturrano et al., 2012).

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 polisacéaridos (Wiedenmann et al., 1998, Scorza 2003,
Jaramillo et al., 2008).

Hay que tener en cuenta que una solucioén al 2,5% de K,Cr,0O; puede ser inhibidor para la
PCR. Las muestras fecales positivas para oocistos o los oocistos parcialmente purificados
almacenados en dicromato potésico y utilizados para la amplificacion de acido nucleico
por PCR deberian lavarse en agua desionizada para eliminar el K,Cr,0O; residual antes de
la extracciébn de ADN. Una serie de tres lavados seguidos cada uno de ellos de
centrifugacion (3000 g durante 10 minutos), la eliminacion del sobrenadante, y la
resuspension del sedimento en agua desionizada deberia minimizar la inhibicion de la
PCR por el K,Cr,O;. Debe tenerse en cuenta que los factores inhibidores pueden aun
estar presentes después de un largo periodo de tiempo (>6 meses) de almacenaje (OIE,
2008).
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X. CONCLUSIONES:

La prevalencia de Cryptosporidium spp en ovinos de menos de un afio de edad fue de
62.8% en las plazas comerciales de animales del Estado de México, mediante la técnica
de Ziehl Neelsen.

La prevalencia de Cryptosporidium spp. Es mayor en hembras lactantes 32.37% que en
hembras gestantes que fue de 20.86% vacias 10.07%, corderos 55% y general de
62.81%.

No fue posible la amplificacion de los fragmentos de Cryptosporidium spp por PCR

utilizando de la técnica descrita por Helmy, 2013.
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XI. SUGERENCIAS

e Establecer un método para la obtencion purificacion y extraccion de ADN de

Cryptosporidium spp., mas asequible y practico para su diagnostico.

e Realizar latécnica de PCR sin el uso de conservadores.
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XIll. ANEXOS

SOLUCIONES PARA LA TINCION DE ZIEHL NEELSEN

>

Solucion de carbolfucsina (cristales de fenol 2.5 g, etanol 96° 5 MI, fucsina basica
0.5 g y agua destilada 50 ml.

Alcohol &cido (HCI 1% en etanol al 70%)

Solucion de azul de metileno (1.4 g en 100 ml de agua destilada)

SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION DE OOCISTOS

>
>
>

SOLUCION A: 300 ml de agua estéril tipo | y 500 gramos de sucrosa.

SOLUCION B: PBS (0.025 M salina amortiguada con fosfatos).

SOLUCION DE SUCROSA 1:2 — una parte de la solucion A y una parte de la
solucion B (Gravedad especifica 1.103)

SOLUCION DE SUCROSA 1:4 — 1 parte de la solucion A y 3 partes de la solucion
B (gravedad especifica 1.064)

SOLUCION BUFFER DE LISIS
Colocar 200 pl de tail buffer + 10 ul de proteina K (.001 en 10 pl DIU), Se pone la muestra

de cultivo en horno a 23rpm con 42° C toda la noche. Se adiciona NaCl saturada se agita

en vortex y se agrega etanol 100%, se agita y se deja un tiempo en precipitacion a -85°C

por 20 minutos y se centrifuga a 14000 revoluciones por minuto por 10 minutos, se lava el

pellet en dos ocasiones y se resuspende el DNA con 20 ul de DIU.
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