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“El cientifico no estudia la naturaleza por la utilidad que le pueda reportar;
la estudia por el gozo que le proporciona, y éste gozo se debe a la belleza que
hay en ella.... La belleza intelectual se basta a si misma, y es por ella, mas
que quizd por el buen futuro de la humanidad, por lo que el cientifico

consagra su vida a un trabajo largo y dificil”

Henri Poincaré
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Resumen

Cryptospordium spp. es un protozoario intracelular, emergente, con distribucidn
cosmopolita, que causa cuadros diarreicos. Se le encuentra en vertebrados e
invertebrados. Se ha demostrado que los moluscos bivalvos (ostiones, almejas vy
mejillones) son portadores de ooquistes de Cryptosporidium spp. y que puede ser una
fuente de infeccion para el humano cuando los consume crudos o insuficientemente
cocidos. México es un gran productor de ostiones; sin embargo, no se cuenta con reportes
de prevalencia de criptosporidiosis en bivalvos. En este trabajo nos propusimos
determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostiones de los principales estados
productores de ostion. Se obtuvieron 131 bivalvos de los estados de Nayarit, Tabasco y
Veracruz, y se identificaron taxondmicamente. Se extrajeron las branquias y tracto
digestivo por separado, se maceraron y se realizaron los frotis para la tincién de Ziehl-
Neelsen. Las laminillas se analizaron por microscopia de campo claro con el objetivo 100X.
La prevalencia de criptosporidiosis fue del 19.84%. Los bivalvos de Nayarit fueron de la
especie Ostrea conchaphila y la prevalencia de Cryptosporidium spp. fue del 53%. En
Tabasco fue la especie Crassostrea rizophorae y la prevalencia fue del 13.3%. En Veracruz
fueron dos especies de bivalvos Crassostrea rizophorae y C. virginica, con una prevalencia
del 16.27% en ambos. Hubo mayor deteccion de ooquistes en el tracto gastrointestinal.
Es la primera vez que se detecta la especie Ostrea conchaphila con ooquistes de
Cryptosporidium spp. Se comprobd que los ostiones procedentes de los tres estados son

portadores de ooquistes de Cryptosporidium spp.
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Introduccion

Las parasitosis emergentes y oportunistas han incrementado su frecuencia en los ultimos
afios. Diversas causas, tales como: socioecondmicas, sanitarias, ecoldgicas, higiénicas y
culturales, favorecen las parasitosis que generan un grave problema de salud publica,
sobre todo en paises en vias de desarrollo. Tal es el caso de Cryptospordium spp., parasito
protozoario intestinal, con distribucion cosmopolita y que infecta a un gran niamero de
animales vertebrados, incluyendo al hombre (MacKenzie et al., 1994; Rossignol, 2010,

Heitman et al, 2002; Erickson & Ortega, 2006).

Taxonomia
Cryptosporidium spp. es un protozoario intracelular, tiene un complejo apical constituido

por roptrias y micronemas, con reproduccion sexual y asexual (Tzipori & Ward, 2002) . A
continuacion se resume la clasificacion taxondmica para Cryptosporidium (Cavalier &

Smith, 1998).

Reino: Protista

Infrareino: Alveolata

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoae

Subclase: Coccidia

Orden: Euccoccida
Suborden: Eimeriina
Familia: Cryptosporididae
Género: Cryptosporidium (Cavalier & Smith, 1998)

De acuerdo con El Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN por sus siglas
en inglés) se han aceptado veinte especies para el género de Cryptosporium, que varian
de acuerdo a su sitio de infeccién y al didmetro de sus ooquistes (Tabla 1) (Plutzer &

Karanis, 2009).
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Tabla 1. Especies de Cryptosporidium spp. registradas a nivel mundial.

Especies

Huésped

(Nombre cientifico)

Sitio de infeccion

Tamaio de ooquistes
(nm)

C. muris
C. parvum

C.wrairi

C. felis

C. serpentis
C. baileyi

C. meleagridis

C. varanii

C. gali
C. andersoni

C.canis

C. molnari

C .hominis

C. scophthalmi

C. suis

C. bovis

C. ryanae

C. fragile

C.macropodum

C. fayeri

Raton (Mus musculus)
Raton (Mus musculus)

Cerdo ( Cavia porcellus)

Gato doméstico (Felis catis)

Serpiente(Elaphe guttata)
Gallina (Gallus gallus)

Ave (Meleagris gallipavo)

Lagartija (Eumeces
schneideri)

Ave (Galus gallus)
Ganado (Bos taurus)

Perro doméstico (Canis
familiaris)

Peces (Sparus aurata y
Dicentrarchus labrax)

Humano (Homo sapiens)

Pez (Psetta maxima)

Cerdo (Sus scrofa)

Ganado (Bos taurus)
Ganado (Bos taurus)

Anfibio (Duttaphrynus
melanostictus)

Canguro (Macropus
giganteus)

Canguro (Macropus rusfus)

Estémago
Intestino delgado

Intestino delgado

Intestino delgado

Estémago

Cloaca, bursa,
traquea

Intestino delgado

Intestino delgado y
estdmago

Proventriculo
Abomaso

Intestino delgado
Estémago e
intestino
Intestino delgado

Intestinoy
estomago

Intestino delgado e
intestino grueso

Intestino delgado
Intestino delgado

Estémago

Intestino delgado

Intestino delgado

6.1 (5.6-6.4) x 8.4 (8.0-9.0)
4.9 (4.5-5.4) x 4.4 (4.2-5.2)

4.6 (4.0-5.0) x 5.4 (4.8-5.6)

4.5 (5.0-4.5) x 5.0 (6.0-5.0)

6.2 (5.6-6.6) x 5.3 (4.8-5.6)
4.8 (4.8-5.7) x 6.4 (5.6-7.5)

5.0 (4.5-6.0) x 4.4 (4.2-5.3)
4.7 (4.2-5.2) x 5 (4.4-5.6)

8.25 (8.0-8.5)x 6.3 (6.2-6.4)
7.4 (6.0-8.1) x 5.5 (5.0-6.5)

4.95x4.75

4.7 (3.2-5.4) x 4.4 (3.0-5.0)

4.8 (6.4-5.4) x 5.2 (4.4-5.9)

4.4 (3.7-5.0) x 3.9 (3.0-4.6)

4.6 (4.9-4.4)x 4.2 (4.0-4.3)

4.8 (4.7-5.3) x 4.6 (4.1-4.7)

3.1(2.9-4.4)x 3.7 (2.9-3.6)

6.2 (5.5-7.0) x 5.5 (5.0-6.5)

4.9 (4.5-6.0) x 5.4 (5.0-6.0)

4.9 (4.5x5.1) x 4.3 (3.8-5.0)

Tyzzer (1907)
Tyzzer (1912)

Vetterling et
al.,(1971)
Iseki (1989)

Levine (1980)
Currentetal.,
(1986)

Slavin (1995)

Koudela &
Modry (1998)

Pavlasek (1999)
Lindsay et al.,
(2000)

Fayer et al.,
(2001)
Alvarez -
Pellitero &
Sitja-Bobadilla
(2002)
Morgan- Ryan
et al.,(2002)
Alvarez-
Pellitero et
al.,(2004)
Ryan et al.,
(2004)

Fayer et al.,
(2005)

Fayer et al.,
(2008)

Jirku et al.,
(2008)

Power & Ryan
(2008)

Ryan et
al.,(2008)
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Historia

Ernest Tyzzer (1907) describid el género Cryptosporidium. Los parasitos fueron extraidos
de las glandulas gastricas y del intestino delgado en un ratén de laboratorio y los

denomind C. muris y C. parvum respectivamente (Xiao et al., 2004).

Los dos primeros casos en pacientes humanos se reportaron en 1976. En un paciente de
3 afos de edad con enterocolitis aguda (Nime et al.,, 1976), y en un paciente de 39 afios

con inmunosupresion (Meisel et al., 1976).

Hasta 1982 el Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas
en inglés) reporté 21 casos, que correspondieron a pacientes masculinos con SIDA.
Siendo la causa de diarrea con mayor importancia en pacientes inmunosuprimidos,

especialmente con SIDA (CDC, 1982).

En 1990 se reportaron 15 especies de Cryptosporidium asi como técnicas moleculares para

el diagndstico, clasificacion y especificidad de hospederos (Fayer, 2004).

A partir de 1994 se reconocié a Cryptosporidium como problema de salud publica, y al

agua como su principal fuente de diseminacién (MacKenzie et al., 1994).

En las dltimas décadas a nivel internacional se han reportado mas de 45 brotes de
criptosporidiosis transmitidos por el agua siendo Estados Unidos y Reino Unido los mas
afectados (Caccio & Pozio, 2006). Diversos factores contribuyen al desencadenamiento de
estos brotes como: una alta contaminacién de aguas superficiales y subterrdneas con
ooquistes de Cryptosporidium spp. y a la elevada resistencia de los ooquistes a los

diferentes tratamientos para eliminarlos (Alcantara-Warren & Guerrant, 2008).

Morfologia

El ciclo biolégico de Cryptospordium spp. incluye distintos estadios: El ooquiste es esférico
u ovoide y traslucido; mide de 4 um — 6 umy contiene cuatro esporozoitos (Fig. 1) . Los
esporozoitos son alargados, simulando una coma, poseen un complejo apical, formado
por roptrias, anillo polar, micronemas y granulos densos el cual les permite adherirse a su

hospedero (Fig. 2). Los trofozoitos son semiesféricos y contienen un gran nucleo. El
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meronte (esquizonte) es semiesférico y contienen merozoitos. Los merozoitos tienen el
complejo apical. Los microgametos tienen un nucleo compacto y un anillo polar de
microtubulos. Los macrogametos poseen una membrana vesicular, granulos densos de
amilopectina y granulos de polisacaridos (Del Coco et al., 2009; Carey, et al., 2004; Smith

et al., 2005).

Fig. 1. Esquema que muestra la morfologia del ooquiste de Cryptosporidium baileyi
(Modificado de Current et al., 1986).

Conoide

Micronemas Anillo polar
Grénulos Roptria
densos

Microtubulos
Organela

tipo plastico

Nucleo Cuerpos cristaloides

Membrana interna

Reticulo Membrana externa

Endoplasmicos

Fig. 2. Esquema que muestras las estructuras visibles con microscopio electrénico
Cryptosporidium spp.
(Modificado de Smith et al., 2005).
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Mecanismo de infeccion

La infeccidn se puede dar con 1-10 ooquistes. El mecanismo de infeccién es por fecalismo
de humanos y otros mamiferos. Las vias de transmision pueden ser: Directo ano-mano-
boca. Indirecto en donde las heces pueden contaminar el agua de beber o los alimentos.
Por fomites, foresis y por los cuerpos de agua que se usan para riego (Fayer et al., 2000;

De la Parte-Pérez et al., 2005).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de Cryptosporidium en mamiferos, especialmente en humanos es
monoxeno (sélo requiere de un hospedero). Se inicia cuando el hospedero ingiere los
ooquistes, éstos se rompen en el intestino delgado por los cambios microambientales:
cambio del pH, agentes reductores y sales biliares entre otros. Del ooquiste salen cuatro
esporozoitos moviles, que rapidamente invaden a las células epiteliales del intestino
delgado. Forman una vacuola parasitéfora que mantiene al parasito dentro de la célula,
pero extracitoplasmatica. Dentro de la vacuola el esporozoito se diferencia en trofozoito,
posteriormente en esquizonte, y por division nuclear en merogonia (fase asexual) que da

lugar a la formacién del meronte l y Il.

Los merontes de tipo | contienen de 6 a 8 nucleos que maduran en 6 -8 merozoitos, son

liberados cuando maduran y pueden infectar a otros enterocitos (multiplicacién asexual)

Los merozoitos tipo | pueden convertirse en merontes de tipo Il. En éstos se forman
cuatro merozoitos que se diferencian en macrogametocito y microgametocito
(gametogonia, fase sexual). Los macrogametocitos son uninucleados, se agrandan,
sintetizan granulos de amilopectina y cuerpos formadores de pared, y se transforman en
macrogametos. Los microgametocitos contienen hasta 16 nucleos y se transforman en
microgametos. Los macrogametos son fecundados por microgametos y se forma un
cigoto. En el cigoto se desarrollan cuatro esporozoitos (por esporogonia) y se forman los

ooquistes (Fig. 3).

Los ooquistes de pared delgada (20%) pueden producir la autoinfeccidon interna,

persistente en personas inmunodeficientes. Los ooquistes de pared gruesa (80%) son
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excretados en las heces al ambiente (Fig. 4) (Becerril, 2008; Smith et al., 2005; Thomson et

al., 2005; Fayer & Ungar, 1986; Hijjawi et al., 2004).

Esporozoitos ‘@ﬂ 2

ﬁ?rcfozoito
— \L (

Esquizogonia 2

= Equizontecons
/ 1 merozoitos

-

Reinfeccién

Ooquiste de
pared gruesa

icrogametocito

Microgameto
d *

> . .
- Y
} - % o
* AL

Fig. 3 Esquema de ciclo de vida de Cryptosporidium spp. en el huésped.
(Modificado de Chen et al. 2002).

EL ANFITRION INGIERE
oﬂ OOQUSTE ESPORULADO

Cryptosporidiosis

(Cvvpraspovidinm) h

POTABLE

e CONTAMINACION DEL AGUA
Y ALIMENTOS CON OOQUISTES

UN OOQISTE ESPORULADO
SALE DEL ANFITRION

Fig. 4 Esquema de ciclo de vida de Cryptosporidium spp. en el ambiente
(Modificado de CDC, 1982).
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Mecanismos patogénicos

Los esporozoitos invaden a las células epiteliales y se multiplican. Producen enzimas que
degradan el moco intestinal y establecen contacto con las células intestinales a través de
interacciones ligando-receptor. La adhesién e invasion son facilitadas por la interaccién
gue se presenta con el enterocito, por las proteinas de superficie del esporozoito y las

proteinas secretadas por el complejo apical (Borowski, 2008; Del Coco et al., 2009).

Los parasitos intracelulares producen aplanamiento de las microvellosidades, con la
consecuente disminucion de las enzimas digestivas y mala absorcion de fluidos,

electrolitos y nutrientes (Gookin et al., 2006; Smith et al., 2007).

Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas dependerdn del estado inmune y la edad del hospedero;
ademas del origen, especie o genotipo del parasito (Okhuysen et al., 1999; Carey et al.,

2004; Tzipori & Ward, 2002).

En personas inmunocompetentes (sistema inmune normal) el periodo de incubacién es de
5 a 28 dias. Los pacientes pueden ser asintomaticos. Cuando es sintomatica, se presenta:
anorexia, nauseas, vomito, fiebre, diarrea acuosa y pérdida de peso. La eliminacién de
ooquistes es intermitente por 1 a 4 semanas en donde la infecciéon se puede autolimitar

(Chen et al., 2002; Tzipori & Ward, 2002).

En pacientes inmunocomprometidos, por ejemplo con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) la diarrea acuosa puede ser persistente, eliminando 10 litros de heces
liquidas por dia, lo que da lugar a deshidratacién, choque hipovolémico y muerte
fundamentalmente en pacientes con CD4+ menor a 50 células/mm? (Becerril et al., 2008;
Flaningan et al., 1992). En estos pacientes la ubicacién extra intestinal del parasito es
frecuente y puede invadir: higado, eséfago, pancreas, pulmény conductos biliares (De la
Parte- Pérez et al., 2005; Caccio & Pozio, 2006; Fayer, 2004; Xiao & Ryan, 2004). Aunque
la prevalencia en personas con SIDA no es alta en paises desarrollados (5-15%), la falta de
tratamientos eficaces hace que esta infeccidon sea una de las mas problematicas, entre las
infecciones oportunistas asociadas con SIDA (Tzipori & Ward, 2002).
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Diagndstico
El diagndstico se lleva a cabo mediante la busqueda e identificacion de ooquistes de

Cryptosporidium en la materia fecal (Smith, 2007; Becerril, 2008). Las técnicas mas

precisas para el diagndstico son las siguientes:

Tinciones. Las tinciones utilizadas son las de Ziehl-Neelsen modificada, Kinyoun y DMSO-
carbolfucsina. Se observan los ooquistes de color rojo en un fondo de contraste de color

verde brillante o azul que llegan a medir de 3- 6 um (Feldman & Guardis, 1990).

Otras técnicas utilizadas son las pruebas inmunoldgicas: el ensayo inmuno enzimatico
ligado a enzimas (ELISA) ésta prueba son mds sensibles, La hemaglutinacidn pasiva inversa
(RPH por sus siglas en inglés) e inmunofluorescencia indirecta (IFl). La
Inmunofluorescencia indirecta cuenta con una alta sensibilidad (98-100%) y especificidad

(96-100%). (De la Parte - Pérez, et al., 2005; Caccio & Pozio, 2006; Jex et al., 2008).

Y finalmente las técnicas Moleculares: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés), necesaria para la identificacion de la especie y genotipos (Carey et

al., 2004).

Tratamiento

En la actualidad no existe un farmaco efectivo contra la criptosporidosis tanto en humanos
como en otros mamiferos, por lo cual se emplea una gran cantidad de antiparasitarios

(Current & Garcia, 1991; Rossignol, 2010; De la Parte —Pérez et al., 2005).

La paramomicina es un antibidtico que actua sobre los ribosomas del parasito y detiene la
sintesis proteica microbiana a nivel ribosomal. Este farmaco reduce los sintomas y la
excrecion de ooquistes. La dosis es de 500 mg/ 6 horas /28 dias (Theodos et al., 1998;
White et al., 1994).

La azitromicina es otro antibiético que interrumpe la sintesis de proteinas microbianas
uniéndose a la subunidad 50s. Es el macrdlido con mayor eficacia contra la

critptosporidiosis, la dosis es de 500 mg/dia/3 dias (Gargala, 2008).
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La roxitromicina es un macrélido con poco efecto. La dosis es de 150 mg/12 hras /4

semanas.

La nitazoxanida es un antiparasitario de amplio espectro. Es un benzotiazol que actta a
nivel de la piruvato-ferrodoxin 6xido reductasa (esencial en organismos anaérobicos). La
dosis es de 500 mg/12 hras /3 dias en inmunocompetentes y por 14 dias en

inmunodeficientes (Aslam & Musher, 2007).

Los resultados de la administracion a humanos de anticuerpos anti-IgA del calostro
bovino (obtenidos de la inmunizacion de vacas con ooquistes de Cryptosporidium
parvum), y de anticuerpos provenientes de yema de huevo (inducidos por vacunacion de
gallinas con antigenos de Cryptosporidium) son contradictorios y poco efectivos (Riggs et

al., 2002).

Epidemiologia

La criptosporidiosis es un importante problema de salud publica a nivel mundial. En
Estados Unidos se reportan 300 000 mil casos anualmente. La prevalencia en paises
desarrollados es del 1 al 3%. En paises europeos se calcula que 3.3 / 100 habitantes
tienen esta parasitosis. En paises en vias de desarrollo afecta fundamentalmente a la
poblacién infantil (12%) y a personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH) (Becerril et al., 2008; Chen et al., 2002 Mele et al., 2003).

En las ultimas décadas, Cryptosporidium spp. ha emergido como consecuencia de la
aparicién del VIH (Del Coco, 2009). Brandonisio et al. (1993), en Italia, encontraron una
prevalencia del 33. 3% en pacientes que presentaban diarrea y eran portadores de VIH.
Lim Ya et al. (2005) reportan el 3.0% en pacientes con VIH en Selago, Malasia. En Nepal la

prevalencia fue del 22.4% en 745 pacientes con VIH (Tiwari et al., 2013).

En México los reportes de criptosporidiosis son escasos. En un estudio que se realizd con
403 nifios, menores de cinco anos de edad, en el estado de Puebla, se encontrdé una
prevalencia del 9.4% (Miller et al, 1994). Otro estudio reporté el 41% en una muestra de

200 nifios en la Cd. de México (Sanchez- Vega et al., 2006). Otros estudios muestran una
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prevalencia del 2.8% al 7.5% (Larrosa- Haro et al. ,2002; Javier- Enriquez et al., 1997;
Solorzano-Santos et al., 2000). Algunas de las causas de esta parasitosis se debe
principalmente a los alimentos contaminados con ooquistes de Cryptosporidium spp. En
los ultimos afios, reportes de otros paises, muestran que los moluscos bivalvos (almejas,
mejillones, escalopas y ostiones) son portadores de ooquistes (Tablas 2 y 3). Debido a

que el ser humano tiene el habito de consumir ostiones crudos, éstos pueden ser una

fuente de adquisicidn de esta parasitosis.

Tabla 2. Prevalencia de Cryptosporidium spp. en moluscos bivalvos de distintos paises.

Bivalvo Cryptosporidium  Prevalencia % Producto = Método Referencia
examinado (Positivos/N) biolégico

Mejillon Irlanda Cryptosporidium  1/13 sitios Tejido IFA Chalmers et
(Mytilus edulis) completo al., 1997
Mejillon EU Cryptodporidium  87.5 Hemolinfa IFA Grazyck et
(Ischadium (14/16)Hemolinfa y tejido al., 1999
recurvum) 100 (16/16)Tejido

Mejillon Espafa C. parvum 31 mejillones Tejido IFA Gomez-
(Mytilus positivos completo Bautista et
galloprovinciali al.,2000

s)

Mejillén Canada C. parvum 100 (24/24) Tejido IFA/PCR Grazyck et
(Dreissena blando al.,2001
polymorpha)

Mejillon Irlanda, Cryptosporidium  Mejilldn: 32.7 Branquias  IFA GOmez-
(mytilus Espafiay (35/197) y tracto Couso et
galloprovicialis)  Portugal digestivo al.,2003
edule)

Almeja Almeja: 54.8(23/42) Gomez-
(Ruditapes Couso et
decussatus) al.,2003
Almeja Canada Cryptosporidium  IFA:0.8 Branquias  IFA/PCR Fayer et
(especies no PCR:16 al.,2003
especificada)

Almeja Italia C.hominis 50 (2/4 piscinas) hemolinfa  PCR Traversa et
(Chamelea al., 2004
gallina)

Mejillén EU C.parvum, 12.2 (16/156) lotes Hemolinfa PCR Miller et
(Mytilus C.hominis, C.felis al.,2005
californianus)

Almeja Italia C.parvum 71.9 (23/32) Tejido IFA Giangaspero
(Chamelea blando et al., 2005
gallina)

Mejillon Noruega  Cryptosporidium  6/14 sitios 43 grupos tejido IFA Robertson &
(Mytilus edulis) Gjerde, 2008
Mejillén Canada Cryptosporidium 73 (8/11) Tejido IFA/PCR Levesque et
(Mytius edulis) blando al., 2010

N: Tamafio de muestra
IFA: técnica de inmunofluorescencia
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
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Tabla 3. Prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostiones de distintos paises.

Especie Pais Cryptosporidium Prevalencia % Producto Método Referencia
(Positivos/N) biolégico
Crassostrea EUA Cryptosporidium 38.8 (140/360) Hemolinfa IFA Fayer et
virginica al.,1998
Ostrea Espafia  Cryptosporidium 83.3 (5/6 lugares Tracto IFA Freire-
edulis 60/72muestras) gastrointestinal Santos et
al,.2000
Crassostrea EUA C.parvum/C.hominis  19.6 (311/1590) Branquias IFA Fayer et
virginica al.,2002
Ostrea Espafia C. parvumy 66.7 (6/9) por IFA Branquiay IFA Gbémez-
edulis C.hominis 55.6 (5/9) por PCR  tracto Couso et
digestivo al., 2004
Crassostrea EUA C.parvum 88.7 delas Hemolinfa IFA Graczyk et
virginica muestras al., 2007
Crassostrea  Paises  C. parvumy C. 6.7 (9/133 de las Tracto IFA Schets et
gigas bajos  hominis muestras) digestivo al., 2007
Crassostrea Brasil  Cryptosporidium 8.3 (1/12grupos de Tracto IFA Guiguet-
rhizophorae 10 ostras positivas)  gastrointestinal Lealetal.,
2008
Crassostrea Italia Cryptosporidium 0 (0/8 grupos de Hemolinfa IFA/PCR  Francavilla
gigas muestras 17-23). etal., 2012
N: Tamafio de muestra Tomado y adaptado de (Willis et al., 2013).

IFA: técnica de inmunofluorescencia
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

Biologia de los ostiones

El Phylum Mollusca es uno de los grupos mas diversos y antiguos del Reino Animal, cuenta
con aproximadamente 93,000 especies vivas (el segundo después de los artrépodos). La
clase Bivalvia , Lamellibranquia o Pelecypoda es una de las siete clases que forma parte
del Phylum, incluye cerca 20 000 especies descritas y se encuentra integrada por almejas,
ostiones , mejillones y escalopas. Los moluscos de esta clase se utilizan como alimento y

por ello tiene una importancia comercial fundamental.

Los bivalvos tienen una amplia distribucién en los ecosistemas marinos, algunas especies
se han adaptado a vivir en ambientes salobres y agua dulce. La mayoria vive en los
sustratos blandos excavando con su pie, otros en sustratos duros (Brusca & Brusca, 2003;

Ferndndez-Alamo & Rivas, 2007).
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Clasificacion morfolégica de los moluscos bivalvos

La Malacologia es la ciencia que estudia a los Moluscos y la Conquiliologia es una de las
ramas que se ocupa del analisis de las conchas. Para entender la taxonomia y diversidad
de este grupo se consideran las siguientes caracteristicas: Tamafo de las valvas
(inequivalvas y equivalvas), forma (convexas, redondeadas, ovoides, elipticas, etc.), color,
presencia de estrias (si son finas o no), el ligamento que une a los dos valvas, linea paleal,
numero y tamano de musculos aductores, tipo de denticion, vy tipo de escultura

(presencia y posicion de las costillas) (Garcia-Cubas & Reguero, 2007).

Caracteristicas de los moluscos bivalvos

Los bivalvos son organismos muy especializados, variados en forma, color y tamafio.
Estdn comprimidos lateralmente, con simetria bilateral, tienen una cabeza muy reducida
y carecen de esqueleto interno. Su cuerpo estd protegido por una concha de dos piezas
(formada por dos valvas), generalmente simétricas, unidas mediante un ligamento que
funciona como un resorte y permite la apertura de la concha, y una charnela (un sistema

de dientes, huecos o fosetas que se unen entre si).

Concha

La concha esta formada principalmente de carbonato de calcio, estd integrada a partir del
depdsito de cristales de esta sal sobre una matriz orgdnica constituida por la proteina
conquiolina. Las valvas estan articuladas en posicion dorsal y cierran por la contracciéon de
los musculos llamados aductores, funcionan como esqueleto para la unién de los
musculos, proteccidn ante depredadores y evitan que se introduzca arena o fango en el

interior de la concha (Brusca & Brusca, 2003; Padilla & Cuesta, 2003).

Manto

El manto de los bivalvos esta integrado de tejido conjuntivo, formando dos Iébulos que
cubren a los dérganos internos, dejando una cavidad nombrada cavidad paleal. El manto
presenta tres pliegues: uno interno, el cual contiene a los musculos y fija el manto a la
concha, el intermedio esta relacionado con la funcién sensorial y, el externo es el

encargado de secretar la concha. En algunos bivalvos el manto forma tres aperturas, uno
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corresponde al sifén inhalante (regulan la entrada de agua), otro al exhalante (expulsién

de agua, previa captacion del oxigeno disuelto y de las particulas de alimento) y uno al pie.
Pie
Los bivalvos tienen un pie con forma de hacha que usan para anclarse al sustrato y para la

locomocién. En los costados de la masa visceral se encuentran las branquias dentro de la

cavidad del manto (Fig. 5).
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Fig. 5 A. Esquema de la estructura interna de un bivalvo (ostiéon) modificado de (Castillo- Rodriguez &
Garcia-Cubas, 1984) B. Fotografia que muestra la anatomia interna de un ostion de la especie Crassostrea
virginica obtenido del estado de Veracruz.

Branquias

Las funciones de las branquias son: captura de particulas nutritivas (por medio de la
filtracién) y captacion de oxigeno. Las branquias estdn formadas por largos filamentos
denominados ctenidios unidos unos con otros, estan cubiertos por cilios formando unas
[dminas o placas con una gran cantidad de orificios para que pase el agua a través del sifén
inhalante, el agua se introduce en la cavidad paleal, pasa por las branquias y es expulsada
por el sifon exhalante. Cuando en la cavidad paleal entra agua con muchos sedimentos las
branquias se contraen, al contrario cuando el agua estd relativamente limpia se

despliegan. El flujo de agua esta regulado por los cambios en el didmetro de las aperturas
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gue dan acceso a la cavidad del manto por la contraccién y expansién de las branquias

(Padilla & Cuesta, 2003; Fernandez-Alamo & Rivas, 2007).

Sistema circulatorio

En la mayoria de los bivalvos el sistema circulatorio es abierto, estd formado por una serie
de espacios o senos llamados hemocele y una red de vasos a nivel de los drganos
respiratorios, a través de los cuales circula la hemolinfa, la cual contiene amebocitos y
proteinas que participan en la respiracion como la hemocianina, hemoglobina y
mioglobina. El corazén se encuentra dentro del saco celdmico (cdmara pericardica), en la
region dorsal del tubo digestivo, estd formado por un par de auriculas y un ventriculo, de
éste sale la aorta que lleva la hemolinfa por un sistema de vasos, humedeciendo todos los
tejidos y los érganos con la hemolinfa oxigenada, almacenando los productos de desecho
y transportandolos hacia los vasos eferentes de las branquias en donde se vuelve a

oxigenar para regresar a las auriculas y cerrar el circuito (Ferndndez Alamo & Rivas, 2007).

Sistema reproductivo

El sistema reproductivo esta integrado por dos génadas formadas a partir de los tubulos
ramificados, las cuales se unen entre si para originar conductos que se abren en un
gonoducto. Los gametos se forman a partir del epitelio de los tubulos y a través del
gonoducto llegan a la camara paleal donde son expulsados al exterior a través de la
abertura exhalante. En la mayoria, la fertilizacion es externa. Pueden ser dioicos o

hermafroditas (Gémez-Couso et al., 2003).

Sistema digestivo y alimentacion

En el sistema digestivo los palpos labiales (como tentdculos) se localizan a un costado de
la boca, seleccionan por tamafio, textura y composicién quimica a las particulas que

penetran.

Los moluscos se alimentan de materia orgdnica, fitoplancton, particulas inertes, detritos y
microzooplancton que se encuentran en suspension en el agua y son ingeridos por

microfagia. Este alimento pasa desde la boca al eséfago, estémago, al estilo en donde se
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tritura y se mezcla con enzimas digestivas. El alimento digerido es absorbido por algunas
partes del estdmago que tienen grandes rugosidades, mejor conocida como digestién

extracelular (Padilla & Cuesta, 2003).

El proceso de filtracidn tiene lugar mediante el movimiento de los cilios laterales de las
branquias, que origina una corriente de agua que entra en la cdmara inhalante, atraviesa
las branquias hacia la cdmara exhalante y finalmente es expulsada a través del orificio
exhalante. Las particulas transportadas por el agua son retenidas por los cilios latero-
frontales, éstos las envian a los cilios frontales del filamento branquial, alli son mezcladas
con el mucus secretado por las células glandulares, llegando por ultimo a los palpos
labiales. El tamafo de las particulas retenidas oscila entre un minimo de 1-5 um y un
maximo de 400-500 um de didmetro. Los cilios impiden el ingreso de las particulas de

mayor tamafio a la cavidad paleal (Brusca & Brusca, 2003).

Produccion de ostion

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO -Food
and Agriculture Organization) considera que en América Latina los moluscos bivalvos
representan el tercer grupo mas importante de organismos marinos en la acuacultura,
con una produccién cercana a 13 000 toneladas anuales. México ocupa el cuarto lugar con
una produccién cercana a 1500 toneladas anualmente, después de Chile, Brasil y Peru

(Fig. 6) (FAO, 2005).
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Fig. 6. Mapa que muestra los principales paises productores de ostién en Latinoamérica.

Produccion de ostion en México

El ostién por su volumen se encuentra en el 6° lugar de la produccidn de especies
marinas. Por su valor econdmico se encuentra en el lugar 16. En las exportaciones se

encuentra en el lugar nimero 18 y su principal destino es Estados Unidos.

Los principales estados productores de ostion son: Veracruz (51.91%), Tabasco (33.34%),
Tamaulipas (3.68%) y Nayarit (2.14%); la produccion de Tamaulipas se destina a la

exportacion (Fig.7) (Anuario Nacional de Pesca, 2010).
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Nuestro pais es gran productor de ostiones, pero no hay estudios que demuestren si éstos

son portadores de ooquistes de Cryptosporidium spp.

Tamaulipas
3.68%

Veracruz Golfo de México
51.91%

Nayarit Tabasco 33.34%

2.14%

Océano Pacifico

. Entidades productoras

N

Principales estados productores L
-

*  Exportacién ’1 -

Fig. 7. Mapa de México que muestra los principales estados productores de ostién
(Modificado del Anuario estadistico de Acuacultura y Pesca, 2010).
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Justificacion

Cryptosporidium spp. es el agente causal que provoca enteritis, diarrea y malabsorcion
intestinal en humanos y otros mamiferos. La fase infectante es el ooquiste y el mecanismo
de infeccién es por fecalismo; las heces de los diferentes hospederos pueden contaminar
el agua de beber, cuerpos de agua y alimentos. Los moluscos bivalvos se alimentan por
filtracién y se pueden contaminar con productos bidticos y abidticos. Se ha documentado
que la criptosporidiosis se puede adquirir por la ingestién de moluscos bivalvos (ostiones,
almejas y mejillones) crudos o insuficientemente cocidos. En nuestro pais, no hay reportes
de infeccion en bivalvos (ostiones). Es necesario realizar estudios que demuestren que los

ostiones son portadores de esta parasitosis.

Objetivo
Determinar la prevalencia de Cryptosporidium en ostiones del género Crassostrea y Ostrea

de los principales estados productores de ostion.

Hipotesis
Debido a que los bivalvos son organismos filtradores, entonces pueden almacenar

ooquistes de Cryptosporidium que se encuentren en los cuerpos de agua.
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Materiales y Métodos
Este proyecto se realizdé en el Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto

Nacional de Pediatria. Para cumplir con el objetivo se diseid la siguiente estrategia (Fig.

8).
Obtencion del material biolégico
Bivalvos
Ejemplar < l
l Separacién de valvas
Identificacion v
taxonomica Diseccidn
v W
Tracto digestivo Branquias

| |
v

Maceracion del tejido

v

Frotis
Tincion Zielh-Neelsen

|

Diagnéstico morfolégico

Prevalencia

Fig. 8. Metodologia para determinar la prevalencia de Cryptosporidium.
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Obtencion de material bioldgico

El muestreo se llevo a cabo en el periodo comprendido entre abril de 2011 a enero de

2013.

El material bioldgico se obtuvo a partir de la captura realizada por pescadores locales de
los principales estados productores: Nayarit, Tabasco y Veracruz (Fig. 9) (Anuario

estadistico de Acuacultura y Pesca ,2010).

Las muestras fueron transportadas en hieleras, con refrigerante a 4°C, al Laboratorio de

Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria.

’ Golfo de México

p %“ \ ’ ’
,.’& o |
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S Y
,1?'

Fig. 9. Mapa que muestra la ubicacidn geogréfica de los estados analizados.

Identificacion taxondmica de los ostiones

En cada uno de los muestreos, los ejemplares se rotularon y almacenaron a 4°C. Los
ejemplares se enviaron para su analisis taxondmico al Bidlogo Jorge Luis Garcés Salazar,
del laboratorio de practicas de Animales |, de la Facultad de Ciencias, UNAM. La
determinaciéon taxondmica se determind basdndose en el método de Conquiliologia

(estudio cientifico de las caracteristicas de las conchas de los Moluscos).
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Separacion de valvas
Los ostiones se sumergieron en agua a 38°C, durante 20 minutos, con la finalidad de

separar las valvas y obtener los érganos internos integros (Fig. 10).

Fig. 10. Fotografias que muestran el procedimiento para la apertura de la concha (izquierda) y bivalvos
abiertos (derecha).

Extraccion de 6rganos internos
Se disectd cada cuerpo del ostién partiendo del manto (Fig. 11). Se colocaron en frascos

limpios, se adicioné 5 ml. de solucién salina de fosfatos PBS-pH 7 (Anexo No. 1). A

continuacion se rotularon y guardaron en refrigeracion a 4°C hasta su diagnéstico.
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Fig. 11. Diseccion de branquias y tracto digestivo en cada ostion.

Trituracion de tejido (branquias/tracto digestivo)

En un copropack se colocaron aproximadamente 2.0 g del tejido, se afadieron 2.0 ml de
solucidn salina fosfatos (PBS) paulatinamente y se fue triturando la muestra. La muestra

gue se obtuvo se almacend en tubos eppendorf de 1.5ml, a 4°C hasta su uso.

Tincion de Ziehl- Neelsen modificada
= En el centro de un portaobjetos, previamente desengrasado con etanol al 70%, se

adiciond una gota del tejido triturado (branquia o tracto digestivo) distribuyéndose
de manera uniforme y por duplicado.

* La muestra se incubd a 35°C durante un minuto y posteriormente se fijé con
metanol absoluto (este procedimiento se repitié 3 veces).

= Sobre la muestra se colocd papel filtro y Fucsina Basica, se aplicé calor hasta la
emisidn de vapores, evitando que la muestra se secara, durante 20 minutos.

* La muestra se decoloré con alcohol acido al 2% (Anexo No. 2), adicionandolo gota
a gota, posteriormente se enjuagd con agua corriente.

= Alalaminilla se le afiadieron tres gotas del colorante de contraste (verde brillante)

y se incubd a temperatura ambiente durante dos minutos. (Anexo No. 3)
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Finalmente la laminilla se enjuagd con agua de la llave, se dejé secar y se

almacend para su analisis (Fig. 12) (Henriksen & Pohlenz, 1981).

-
= P
—

Fig. 12. Realizacion de la tincidn Ziehl Neelsen.

Diagnédstico morfoldgico
Las muestras se leyeron en un microscopio Olympus BX41®, en campo claro con el

objetivo 100X. Las muestras positivas contenian estructuras de color rojo, con un

didmetro de 3- 6 um, en un fondo verde.
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Resultados

Obtencion de material bioldgico
Se analizaron 131 muestras de ostiones provenientes de los tres estados (Fig. 13). En el

estado de Nayarit se realizd un solo muestreo en la localidad Puerto La Cruz, donde se
obtuvieron 15 ejemplares (Fig. 14). En el estado de Tabasco se llevaron a cabo dos
muestreos (Fig. 15) y en el estado Veracruz se realizaron seis muestreos (Fig. 16), uno de

éstos se realizé en el Lago de Catemaco, Veracruz (Fig. 17).
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Fig. 13. Grafica que muestra el nUmero de material biolégico obtenido por estado.
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Fig. 14. Fotografia que muestra la localidad de Puerto la Cruz en el estado de Nayarit.
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Fig. 15. Representacién grafica del tamafio de muestra del estado de Tabasco.
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Fig. 16. Representacion grafica del tamafio de muestra del estado de Veracruz.

Fig. 17. Fotografia que muestra la localidad de Catemaco en el estado de Veracruz.
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Identificacion taxondmica

Los ejemplares analizados pertenecen a la Familia Ostreidae y a los genéros Ostrea y

Crassostrea (Rafinesque, 1815).

Familia Ostreidae (Rafinesque, 1815). Se caracteriza por poseer una valva izquierda
(inferior) grande y profunda; la derecha o superior casi plana. La linea de la charnela sin
costillas o dientecillos. El margen de la charnela con o sin denticulaciones finas, costillas
radiales irregulares que tienden a dividirse con el crecimiento (Garcia-Cubas & Reguero,

2007).
Estado de Nayarit

Familia: Ostreidae (Rafinesque, 1815)
Género: Ostrea (Linnaeus, 1758)
Especie: Ostrea conchaphila (Carpenter, 1857)

Los ejemplares del género Ostrea tienen concha subcircular, con la valva izquierda
profunda, la derecha o superior aplanada y opercular. Impresién muscular subcentral, sin
camara promial, ostias branquiales relativamente grandes. La fertilizacién y desarrollo de
los huevos se efectua dentro de la cavidad del manto y branquias. Son larviparos (Fig. 18)

(Garcia-Cubas & Reguero, 2007).

Fig. 18. Fotografia de la morfologia externa de Ostrea conchaphila del estado de Nayarit. En donde se
observa CH: marca de la charnela, SE: marca del sifon exhalante, MA: impresién del musculo aductor, E:
estrias y C: costillas.
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Estado de Tabasco

Familia: Ostreidae (Rafinesque, 1815)
Género: Crassostrea (Sacco, 1797)
Especie: Crassostrea rizophorae (Guilding, 1828)

El género Crassostrea (Sacco, 1797) se caracteriza por tener conchas muy variables
generalmente elongadas, la valva izquierda profunda y retraida debajo de la charnela, la
valva derecha o superior plana y opercular. Impresiéon muscular desplazada dorsalmente y
pigmentada de rojo- violeta. Cdmara promial grande en el lado derecho del cuerpo, ostias

de las branquias y huevos pequenos.
Especie C. rizophorae (Guilding, 1828)

Cuentan con concha de hasta 150 mm de largo, de color gris, de forma variable,
generalmente la valva izquierda en forma de copa y la derecha plana. Conchas ligeras y
delgadas de aspecto folidceo. Interior blanco, con la impresién muscular purpura vy
proxima al margen dorsal; margenes internos rectos vy lisos, el de la valva izquierda con
machones azul purpura. Habita sobre raices y tallos de mangle en la zona intermareal, en
aguas de mayor salinidad y menor turbiedad que C. virginica, es epifaunal, suspensivora.
Se le encuentra a lo largo de las costas con vegetacidon de manglar desde Tamaulipas hasta

Campeche y parte de Yucatan (Fig. 19) (Garcia-Cubas & Reguero, 2007).

Fig. 19. Fotografia que muestra la morfologia externa de C. rizophorae procedente del estado de Tabasco.
En donde se observa CH: marca de la charnela, MA: impresién del musculo aductor, E: estrias y C: costillas.

Pagina | 36



Estado de Veracruz

Se detectaron dos especies: Crassostrea rizophorae (Fig. 20) y Crassostrea virginica (Fig. 21).

Familia: Ostreidae (Rafinesque, 1815)
Género: Crassostrea (Sacco, 1797)
Especie: C. rizophorae (Guilding, 1828)

Familia: Ostreidae (Rafinesque, 1815)
Género: Crassostrea (Sacco, 1797)
Especie: Crassostrea virginica (Gmelin, 1791)

La especie C. virginica se caracteriza por tener una concha de tamafio grande, hasta 150
mm de largo, de forma irregular, muy variable, desde orbicular hasta alargada,
moderadamente gruesa. La superficie rugosa con escamas y los margenes de las valvas
rectas u onduladas. Umbo largo y curvado, la valva derecha mds pequefias y aplanada que
la inferior (izquierda). Concha cementada al sustrato por un biso calcificado. Valva
izquierda un poco mayor que la derecha. Los umbones con un canal central donde se
adhiere el ligamento. En el interior de la concha con la impresion muscular subcentral,

purpura obscuro. Interior liso y carente de sifones.

Habita tipicamente en aguas salobres, se le encuentra en lagunas y esteros a lo largo de la
costa, desde Tamaulipas hasta Campeche y parte de Yucatan (Fig. 20) (Garcia-Cubas &

Reguero, 2007).

Fig. 20. Fotografia que muestra la morfologia de C. rizophorae del estado de Veracruz. En dénde se
observa CH: marca de la charnela, MA: impresion del musculo aductor, SE: sifon exhalante y C: costillas.
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Fig.21. Fotografia que muestra la morfologia de C. virginica del estado de Veracruz. En donde se observa
CH: marca de la charnela, MA: impresidn del masculo aductor, SE: sifén exhalante, E: estrias y C: costillas.
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Prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostiones
Estado de Nayarit

De los quince ejemplares analizados, se encontré una prevalencia de Cryptosporidium
spp. del 53.3%. El minimo de ooquistes encontrados por laminilla fue de 3 y el maximo de
91. En las ocho muestras positivas se detectd la presencia de ooquistes en el tracto
digestivo (Tabla 4). Los ooquistes se tifieron de color rojo cereza en un fondo verde (Fig.

22).

Tabla 4. Prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostiones del estado de Nayarit.

Fechade Tamaho ZN+ Sitio de Prevalencia Numerode Numerode Tamaiio
muestreo de infeccidn (%) muestra ooquistes/ en um
muestra laminilla
Marzo 15 8 TD 53.3 1 3 3.0-5.0
2012 TD 2 34 3.5-6.0

TD 3 31 3.0-6.0

TD 4 83 3.0-6.0

TD 5 5 3.0

TD 6 91 3.0-6.0

TD 7 28 3.0-6.0

TD 8 5 4.0-5.0
Total 15 8 53.3

ZN+ =muestras positivas a la tincion Zielh-Neelsen.
TD= tracto digestivo

Fig. 22. Microfotografia que muestra un ooquiste de Cryptosporidium obtenido de un ostién del estado de
Nayarit. Tincién de Zielh- Neelsen modificada. 100X, Cada linea de la regleta corresponde a 1.0 um.
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Estado de Tabasco

De los treinta ejemplares analizados, se encontré una prevalencia de Cryptosporidium spp.
del 26.6%. El minimo de ooquistes encontrados por laminilla fue de 1 y el maximo de 5.
En tres muestras de las cuatro positivas la presencia de ooquistes se hallé en el tracto
digestivo, en tanto, en solo una muestra se halld en las branquias (Tabla 5). Los ooquistes

se tifieron de color rojo cereza en un fondo verde (Fig. 23).

Tabla 5. Prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostras del estado de Tabasco.

Fecha Tamafno ZN Sitio de Prevalencia Numero Numero de Tamaiio
muestreo de + infeccion % de ooquistes/ en pm
muestra muestra laminilla
Agosto 15 4 B 26.6 1 1 4.0
2011 TD 2 2 3.0
TD 3 2 3.0-3.5
TD 4 5 3.5-4.0
Enero 15 0 0
2013
total 30 4 13.3
ZN+ =muestras positivas a la tincién Zielh-Neelsen.
B= branquias

TD= tracto digestivo

Fig. 23. Microfotografia que muestra un ooquiste de Cryptosporidium obtenido de un ostién del estado de
Tabasco. Tincidon de Zielh- Neelsen modificada. 100X, Cada linea de la regleta corresponde a 1.0 um.

Estado de Veracruz

De los ochenta y seis ejemplares analizados, se encontré una prevalencia de

Cryptosporidium spp. del 16.7%. El minimo de ooquistes encontrados por laminilla fue de

Pagina | 40



2 y el mdximo de 28. En once muestras de las catorce positivas los ooquistes se
encontraron en tracto digestivo, y en solo tres muestras se hallé la presencia de ooquistes
en branquias y tracto digestivo (Tabla 6). Los ooquistes se tifieron de color rojo cereza en

un fondo verde (Fig. 24).

Tabla 6. Prevalencia de Cryptosporidium spp. en ostiones del estado de Veracruz.

Fecha Tamaiio ZN+ Prevalencia Sitio de Numero Numero de
muestreo de (%) infeccion de ooquistes/
muestra muestra laminilla

Abril 2011 8 0 0.0

Julio 2011 8 2 25.0 TD 1 2 4.0
TD 2 2 3.0-3.5

Noviembre 15 10 66.6 TD/B 1 28 3.0-4.0

2011 TD/B 2 16 3.0-3.5

TD/B 3 15 3.0-4.0

TD 4 3 3.0
TD 5 16 3.0
TD 6 23 3.0-4.0
TD 7 16 3.0-4.0
TD 8 16 3.0
TD 9 19 3.0-4.0
TD 10 12 3.0-3.5

Febrero 15 0 0.0

2012

Mayo 2012 25 2 8.0 Tracto 1 11 3.0-3.5

Tracto 2 21 3.0-4.0
Agot.2012 15 0 0.0
Total 86 14 16.27

B= branquia. TD= Tracto digestivo. ZN+ =muestras positivas a la tincién Zielh-Neelsen.

Fig. 24. Microfotografia que muestra un ooquiste de Cryptosporidium obtenido de un ostién del estado de
Veracruz. Tincion de Zielh- Neelsen modificada. 100X, Cada linea de la regleta corresponde a 1.0 um.
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Prevalencia global en los tres estados

En la Tabla 7. se muestra la prevalencia por estado, en donde el 19.84% de los bivalvos
revisados se encontrd que estaban infectados con Cryptosporidium spp. Sin embargo, esta
prevalencia varia en los distintos estados. La prevalencia mayor se obtuvo en el estado de

Nayarit seguida de Veracruz y finalmente Tabasco.

Tabla 7. Prevalencia global de Cryptosporidium spp.

Estado Tamano de ZN+ Prevalencia Intervalo de

muestra (%) tamaio (um)
Nayarit 15 8 53.3 3.0-6.0
Tabasco 30 4 13.3 3.0-5.0
Veracruz 86 14 16.27 3.0-5.0
Total 131 26 19.84

Pagina | 42



Discusion

En México este trabajo es pionero en la deteccion de Cryptosporidium spp. en moluscos
bivalvos. En casi todo el litoral de la Republica Mexicana se produce ostidon que esta
destinado para el consumo humano. El resultado de este trabajo mostré que los cuerpos
de agua de Nayarit, Tabasco y Veracruz estan contaminados con materia fecal de

humanos y/o probablemente de otros animales infectados con Cryptosporidium.

Aunque el tamafio de la muestra fue pequefio (131 ejemplares), la prevalencia detectada
por estado fue importante: Nayarit 53.3%, Tabasco 13.3% y Veracruz 16.27%. Con una
prevalencia total del 19.84%. A nivel internacional la prevalencia de Cryptosporidium spp.
en ostiones de diversos géneros y especies es variable, por ejemplo: En Brasil se reportd
una prevalencia del 8.3% (Guiguet -Leal et al., 2008) y en EUA va del 19.6 al 88.7% (Fayer
et al,. 2002; Graczyk et al., 2007). En los Paises Bajos es del 6.7% y en Italia 0% (Schets et
al. 2007; Francavilla et al., 2012). En Espaia la prevalencia fue del 66.7% (Gomez-Couso et
al., 2004).En este trabajo se obtuvieron las branquias y el tracto digestivo. Se encontré
mayor prevalencia de ooquistes de Cryptosporidium en el tracto gastrointestinal. En las
branquias (0.76%), tracto digestivo (16.79%) y mixto (2.29%). Otros reportes refieren que
buscan a Cryptosporidium en branquias y tracto digestivo, pero no hacen la diferencia en

cual de ellos se encuentra el parasito (Gémez-Couso et al., 2004).

Las técnicas descritas para la deteccion del pardsito en los moluscos son: reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP)
para la diferenciacion de especies y genotipos (Sulaiman et al., 1999). (Freire-Santos et

al,.2000; Gomez-Couso et al., 2004; Schets et al., 2007; Francavilla et al., 2012).

En ésta investigacion el diagndstico se realizé con la tincidn de Ziehl-Neelsen vy se
considerd: la morfologia, el didmetro de las estructuras y la asimilacion del colorante. En
los bivalvos de Nayarit los ooquistes tuvieron un diametro de 3-6 um. En los bivalvos de
Tabasco y Veracruz fueron de 3-5 um. Todos fueron de color rojo cereza y en algunos se
observaron estructuras (esporozoitos) internas. En todos los casos el diagndstico lo

corroboré un experto en morfologia de parasitos.
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Los registros de las especies de bivalvos portadores de ooquistes de Cryptosporidium son
Crassostrea virginica (Fayer et al.,2002; Graczyk et al., 2007), C. gigas (Schets et al., 2007,
Francavilla et al., 2012), C. rhizophoroe (Leal et al,. 2008) y Ostrea edulis (Freire-Santos et
al,.2000; Gomez-Couso et al., 2004).

Mediante el analisis morfolédgico de los bivalvos se pudo determinar el género y especie.
En Nayarit los ejemplares pertenecen a la especie Ostrea conchaphila; es importante
destacar que es la primera vez que se detecta la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium en esta especie de bivalvo. En Tabasco la especie capturada fue
Crassostrea rizophorae y en Veracruz se identificaron dos especies Crassostrea rizophorae
y Crassostrea virginica. Las especies de ostiones con ooquistes de Cryptosporidium de
Brasil coinciden con las registradas en éste estudio, Crassostrea rizophorae (Guiguet- Leal
et al,. 2008) asi como las encontradas en EUA, Crassostrea virginica (Fayer et al.,1998;

Fayer et al.,2002Graczyk et al., 2007).

En este trabajo los muestreos se realizaron en diferentes meses: en Nayarit fue en marzo
y los ostiones tenian ooquistes de Cryptosporidium spp. En Tabasco se realizaron dos
muestreos, en eneroy agosto, y fue en este Ultimo mes en el que se observaron ostiones
con ooquistes. En Veracruz fueron cuatro muestreos: en febrero, abril, julio y noviembre;
se encontraron ostiones con ooquistes en los dos uUltimos. Estos resultados demuestran la
necesidad de realizar muestreos mensuales para observar las fluctuaciones en la
prevalencia de Cryptosporidium spp. en las diferentes estaciones del afo e incluir otros

estados productores de ostidn.

En los humanos las enfermedades intestinales ocasionadas por protozoarios que se
adquieren por via hidrica, también se pueden adquirir por consumo de bivalvos crudos
(Slifko & Col, 2000; Grazyck, 2004). La deteccidon de ooquistes de Cryptosporidium spp. en
las muestras obtenidas en ostras de los tres estados indica que existe contaminacién con
heces de origen humano y probablemente de otros mamiferos, en las zonas de

reproduccién de estos moluscos. Es necesario ampliar el estudio y detectar el origen de la
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contaminacién de los cuerpos de agua en donde se producen los bivalvos que se destinan

para consumo por los humanos.
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Conclusiones

= En este estudio se detectaron ooquistes de Cryptosporidum spp. en ostiones del
género Crassostrea y Ostrea.

= Esla primera vez que se registran ooquistes de Cryptosporidium spp. en la especie
Ostrea Conchaphila.

= Se comprobd que los ostiones procedentes de los estados de Nayarit, Veracruz y
Tabasco son portadores de ooquistes de Cryptosporidium spp.

= Se contribuyd con la epidemiologia de la criptosporidosis en México.

Perspectivas

= Determinar la especie de Cryptosporidium spp.que se encuentra en los bivalvos
mediante técnicas moleculares.

= Demostrar que los ooquistes de Cryptosporidium que se encuentra en los bivalvos
son infectantes.
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Anexo

1. Solucion Salina de Fosfatos (PBS) concentracion 1X
Los reactivos se pesaron, se pusieron en un matraz aforado de 1.0 L, y se aford con agua

destilada. La solucidn se esterilizd en autoclave, etiquetd y se almacend a temperatura

ambiente hasta su uso.

Solucidn Peso Molaridad
Molecular
(mM)
NacCl 58.44 8.0 137
KCI 74.56 0.2 2.68
Na,HPO, 142.0 1.15 3.21
KH,PO, 136.04 0.25 2.0

2. Alcohol acido al 2% (100 ml)
En un matraz Erlenmeyer de 100 ml se colocaron 2.0 ml. de acido clorhidrico por las

paredes y con mucho cuidado. Se adicioné el alcohol al 70% vy se llevé a un volumen final

de 100 ml. Posteriormente se etiquetd y almacend en un frasco con gotero.

Reactivo Volumen ( ml)

Etanol al 70% 98

Acido clorhidrico 2

3. Verde brillante al 0.5 %
Se pesd 0.5 g. de colorante verde brillante y se diluyd en 100 ml de agua destilada. Se

etiquetd y almacend en frasco con gotero.
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