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Asociacion entre especie/genotipo de Cryptosporidium y cuadro
clinico en becerros menores de tres meses de edad, de la Cuenca
Lechera Tizayuca, Hidalgo

1. Resumen

La criptosporidiosis es una parasitosis zoonética que en bovinos produce diarrea
acuosa, pérdida de peso, disminucién de la produccién lactea y afecta la conversion
alimenticia con impacto negativo en la produccién y pérdidas econémicas para los
productores. Debido a que los ooquistes de Cryptosporidium de diversos hospederos
son morfolégicamente semejantes es necesaria la caracterizaciéon molecular. En
México hasta donde se conoce, existen pocos estudios, los cuales muestran una
prevalencia de entre 3.19% y 75%; y solo se ha reportado la especie C. parvum. El
objetivo es determinar la prevalencia de especies y/o genotipos de Cryptosporidium y
signos clinicos en becerros menores de 3 meses. El tamafio de la muestra se determin6
con un intervalo de confianza del 95%, margen de error del 5% y una frecuencia
esperada del 10%. Se obtuvieron las muestras de materia fecal del recto de 212
becerros, menores de tres meses de edad, raza Holstein-Friesian, de 12 establos de la
Cuenca Lechera de Tizayuca, Hidalgo. Se obtuvieron los datos clinicos de los becerros,
se realizd por la tincion de Kinyou por duplicado para la identificacion morfologica de
ooquiates de Cryptosporidium. Se amplificd, mediante PCR, un segmento de ~826 pb
del gen de la pequeina subunidad del RNA ribosomal (18 SSU RNAr), de 10 aislados de
heces de becerros, el producto se restringio con las enzimas Sspl, Vspl y Mboll y se
secuenci6. La prevalencia de Cryptosporidium por tincion fue del 30.19%. En todos los
establos hubo becerros infectados y se encontr6 al parasito en todas las épocas del
afio, con predominio en primavera. Se encontraron las especies C. parvum (a. bovis) y
C. bovis. De las variables analizadas, se encontr6 asociacién de la presencia del
parasito con diarrea y heces con moco con (p<0.05). Se deben establecer medidas de
control y prevencion de la criptosporidiosis en esta zona para evitar la transmision

zoonotica y no zoonotica de la enfermedad.

Palabras clave: Cryptosporidium, prevalencia, PCR, gen 18 SSU rRNA, secuenciacion.



Association between Cryptosporidium species or genotypes and
clinical condition in cattles under three months, of the Dairy Basin
Tizayuca

1. Abstract

Criptosporidiosis is a zoonotic parasitic disease that in cattles produce watery
diarrhea, weight loss, decreased milk production and feed conversion affects with
negative impact on production and economic losses for producers. Because
Cryptosporidium oocysts of various hosts are morphologically similar and molecular
characterization is necessary. In Mexico until known, there are few studies that
showing a prevalence of between 3.19% to 75%; and only has been reported C.
parvum. The aim of this study was to determine the prevalence of species or
genotypes of Cryptosporidium and clinical signs in calves under three months. The
sample size was determined with a confidence interval of 95%, margin of error of 5%
and expected frequency of 10%. Samples were obtained from the rectum of 212
cattles under three months old, of the breed Holstein-Friesian, of 12 stables Dairy
Basin of Tizayuca. Clinical data were obtained from cattles, were performed by
staining duplicate Kinyou for morphological identification. Cryptosporidium species or
genotypes of the 10 islotes from cattles were determinated were restriction fragment
length polymorphims (RFLP) and DNA sequencing analysis of the 18 SSU rRNA. The
prevalence of Cryptosporidium by the staining was 30.19%. In all dairies were infected
cattles and found the parasite in all seasons, predominantly in spring. We found
species C. parvum (a. bovis) and C. bovis. Of the variables analyzed, association
significatuve was found with the presence of the parasite with diarrhea and stool with
mucus (p<0.05). Measures should be established to control and prevention of
cryptosporidiosis in this area to prevent transmission zoonotic and non-zoonotic

disease.

Keywords: Cryptosporidium, prevalence, PCR, gene 18 SSU rRNA, sequencing.

VI



indice

I 2] 23 410 ) o TSSO [
Yo = 16 (=10 40U U 0L PP II
0 D 1= o L0 o - PP I\
B 0 0 4 L) LT Vv
O 1] = Vot o PP VI
VL TILAECE cerreeereeeessessesessssessessessssssesssessssssssssssss sk 0
VIL INAICE A€ fIGUIAS covvrrrerereeeseeeeseeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseees IX
VIIL INAICE AE CUAATOS weuurrreeererseeeeeesssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses XI
[X. Abreviaturas y Siglas USAAas ... sesessessessesssssessessessessessessessessesssssessessesens XII
2. INETOAUCCION ...ttt bbbt 1
P20 B =€) 0 10 111 - VOO OSSPSR 1
072 & 0310 ) o - P 2
2.3 ESPECIES 0 ZENOTIPOS coiririrerisnssssesssss s 2
2.4 MOTTOLOZIA c.uveeeeeeeeeeeessee et es s 4
P8I 031 (TN o) (0] (o7 o4 (o] o 00T 5
2.6 Resistencia al ambIENte ... nnnas 7
2.7 MecaniSMOS d€ INfECCION ... s e sss s s s sssssssnnas 7
2.8 PAtOZEINIA vt bbb 8
2.9 Manifestaciones ClINICAS ... sesssssesses s sesssssesssssesssssesssssessssnes 10
P2 W00 23 o) U U3 001 T0] (o} o4 TN TP 10
2.10.1 Criptosporidiosis ¥ el ambiente ... sessessessessessessenns 11
2.10.2 Criptosporidiosis €N DOVINOS.....c.cenreniiniese s ssssssssssssessssans 12
2.10.3 Criptosporidiosis €n hUMAaN0S ... sesssssssssesssessssnns 13
2.11 Caracterizacion molecular de Cryptosporidium SPP.....rereseeresseesesnessessessessessessens 14
2.11.1 GENOTIPOS v bbb bbb bbb 14
2.11.2 Utilidad de las técnicas MOlecUlares........ooeneneeneneneererseeseseesessessesseesessessessessenns 15
B0 B D ) - o3 L0 3 0 [ o PSPPSRI 17
00 S T =1 140D =) 010 R P 18
2.14 Medidas de prevencion y CONLIOL ... sessessessessessesssssesees 19
TR0 03 0 U (o U (o ) o [0TSR 20
S D101 1 =1y TP 20
ST 0 o) 1=3 0 401 PSPPI 20
LT oY (o) o - U 21
6.1 Localizacion de 1a eXplotacion ... ssssssssssssssssens 23
6.2 Carta de consentimiento informado ... 24



6.3 Obtencidn de material DiolOZICO. ...t 24

7. Técnicas coproparasitoScOPICas (CPS) ... 24
8 B ot (oI =Y o I =] of o F O OO OO TSR 25
7.2 TINCION A€ KINYOU .uvvvrrirrrerrinsersissississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssns 25
7.3 Prevalencia de Cryptodiporiditim SPP....enssesinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 26
7.4 Técnica de Sheather (concentracion/flotacion)........nn: 26
7.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET) ... 27

8. TECNICAS MOIECUIATES.....oeceeeceeeeeee ettt 27
8.1 LiSIS A€ OOQUISTES .eeueceiirerrisisessesisesses s ssssses st sssssessssssnessens 27
8.2 EXtracCion de DINA ... sssesse s sesssesssssssssssssss s ssssssss s ssssssssssssssssssssssesanes 27
8.3 Reaccion en cadena de 1a polimerasa (PCR) ... 28
8.4 Electroforesis en gel de agarosa al 1% (amplificados) ....c.cvremerenerenereneeresneerennens 28
8.5 Polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP) ... 29
8.6 Electroforesis en gel de agarosa al 2% (restricCiones)......., 31

9. Secuenciacion de 10 AiSlad0s ... ———— 31

10, RESUITAAOS ...evereeeeeeeeeereeseeseeseesessessessesse s ss s s s s s s s 33
10.1 Diagnodstico de CryptoSPOTIAIUM SPP .ceemeeneesseeseesesssssessessesssssssssessssssessesssesssssssssessssans 36
10.2 Microscopia Electronica de Transmision (MET) ... 37
10.3 Prevalencia de CryptoSpOriditim SPP ..cwreeensssessessssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 38
10.4 Asociacién de Cryptosporidium con el cuadro cliniCo.......rrenereseneeseneeseereseenenne 40
10.5 Identificacion de factores de riesgo asociados a Cryptosporidium Spp..........c.... 42
10.6 EXtraccion de DINA....... s sssssessessessessessessessessesssssesssssesssssesssssesssssesns 43
10.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada ........covemernenenennsenieseesernennne 44
10.8 Restriccion del fragmento ~826 CON VSPI ......crerereneererrenreresesessessessessessessessessessenns 45
10.9 Restriccion del fragmento ~826 CON SSPI ....cvveevernienrererncesiisessessssessesssesssssssssesssnnns 46
10.10 Restriccion del fragmento ~826 cON MBOII ........ereereerererererereseeressessessessessessenns 47
10.11 Secuenciacidn de 10 aislados de muestras poSitivas ... 49
10.12 Andlisis filogenético de 10 secuencias aisladas de becerros.........rerereenenn. 51

0 D) 10101 () o PP 55

0 000} 4 o LD 1) (o) o U= 60

13, PSP ECHIVAS. ..ttt e 60

B 2SS =) =) 4 o = OO 61

15. Anexo A: Técnicas de 1aboratorio.. .. sessessessessessessessesssssessssnes 69
15.1 Técnica de Sheather (concentracion/flotacion) ......neneneeresesesessessessessessenns 69

16. Anexo B: Caracterizacion MOIECUIAT ... sessessesseanes 70
16.1 Secuencia completa de Cryptosporidium spp (AF442484).....oereererereererrennenne 70
16.2 Secuencias consenso de 10 aiSIados.....crrerrreneneneneseeesessesssssssssessessessesseens 72

17. Anexo C: Preparacion de SOIUCIONES .......orninninineninsnesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssens 82

VI



indice de figuras

Introduccion

Figura 1. Taxonomia de CryptoSpOriUm SPP....eoreeneemesseessessssssessesssssssssssssessssssessesssssssssssssees 1
Figura 2. Esporozoito de CryptoSporium SPP ....eisnssesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 4
Figura. 3. Microfotografia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en directo fresco
dentro se observan 10S €SPOroZoitoS 100X .....curemereirnsssissses s sessssssssssssens 5
Figura 4. Diagrama del Ciclo bioldgico de Cryptosporidium SPp .......enenesssssenens 6
Figura 5. Mecanismos de infeccidn de criptosporidiasis. ......ueenemeneensesnsensessesseessesseenees 8
Figura 6. Patogenia de la criptoSporidiosis. ... 9
Figura 7. Prevalencia registrada de Cryptosporidium spp en México ......cconereereerreeneens 11
Figura 8. Genotipificacion de Cryptosporidium de PCR-RFLP ... 16
Figura 9. Microfotografia de ooquistes, directo en fresco, 40X.......commermernerreeresssessesneens 17
Figura 10. Microfotografia de un ooquiste, tincidon de Kinyou, 100X ......cccocrreereereerreeneens 18
Metodologia

Figura 11. Estrategia del eStudio. ... sssssssssenns 22
Figura 12. Dibujo que muestra la ubicacién del Estado de Hidalgo y localizacién de
B /22 20 (o7 TSP 23
Figura 13. Vista satelital de los establos de la Cuenca Lechera........cuneneenseninneens 23
Figura 14. Esquema de la secuencia completa de Cryptosporidium spp. (No. Accesion
AF442484 GENBANK). c..euieieeereeecretreerttseet et ssss s ssses bbb 29
Figura 15. Edicion de la secuencia consenso del aislado 7E172.......cvonnreneenseninneens 31
Resultados

Figura 16. Distribucién esquematica de los establos muestreados de la Cuenca
Lechera. (No. 1-12 y color amarillo).....ocrncncnenesereee e sessessessessessessessessessessessessesees 33
Figura 17. Instalaciones de becerros en los diferentes establos.........ccuvreneereerereeneenenn. 35
Figura 18. Microfotografias que muestran ooquistes de Cryptosporidium spp, 100x.
Cada linea correspondea 1 um. 1, 5,9, 10, 12, 4: No. de establo .......cccrnrerererresrennenesnenns 36
Figura 19. MET. CryptoSpOriditim SPP ...oeeemeesresseesessesssessessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssens 37
Figura 20. MET. Ooquistes de CryptoSpOriditim SPP ....wemerememeneereessesssssssssssssssssssssssssssssssesns 37
Figura 21. Frecuencia de Cryptosporidium SpPp PO MUESITEO ......cuwereereererreererseeressessessessenns 38
Figura 22. Prevalencia de Cryptosporidium spp por eStablo ........nnreneneeneeneeneens 39
Figura 23. Frecuencia de Cryptosporidium spp por estacion del afio.......cccurereereereenenne 40
Figura 24. Amplificacién de la banda de ~ 1700 pb en gel de agarosa al 1%. ................ 44
Figura 25. Amplificacion de la banda de ~ 826 pb en gel de agarosa al 1%.......c.ccouenee.. 44
Figura 26. PCR-RFLPs en gel de agarosa al 2% (VSPI) ....cocomenreneensensensensesnessessesssessssseens 45
Figura 27. PCR-RFLPs en gel de agarosa al 2% (SSPI) ... 46
Figura 28. PCR-RFLPs en gel de agarosa al 2% (MDOII) .......cuenenennrneenensessessesssessssseens 47
Figura 29. Distribucién esquematica de los establos muestreados...........counereeneerieneens 51



Figura 29. Arbol filogenético de aislados de becerros de la CUENCA......uuresssssssssssssss 52
Figura 31. Filogenia de los aislados con genotipo C.parvum .........neeneneneenenn: 53
Figura 32. Filogenia de los aislados con genotipo C. DOVIS. ......cmreninensirnssssesssssssssisneens 53
Anexos

Figura 33. Secuencia consenso Aislado 2ZE1772. ... 72
Figura 34. Secuencia consenso Aislado 6E172. ... sesessesseesessessessesnenns 73
Figura 35. Secuencia consenso Aislado 7E172. ... 74
Figura 36. Secuencia consenso Aislado 9E172. ... sesseesessessessessenns 75
Figura 37. Secuencia consenso Aislado 17E100.......ee s sesessessessessesseens 76
Figura 38. Secuencia consenso Aislado 19E100.......cumsesses s 77
Figura 39. Secuencia consenso Aislado Z1E100........cnenenenene s sesessessessessessenns 78
Figura 40. Secuencia consenso Aislado 13E12 1. 79
Figura 41. Secuencia consenso Aislado 2Z5E12 1. sessessessessessessessesenns 80
Figura 42. Secuencia consenso Aislado 10E116.......cnneeesses s 81



indice de Cuadros

Cuadro 1. Especies de Cryptosporidium, dimensiones, No. acceso y hospederos............. 3
Cuadro 2. Prevalencia de Cryptosporidium spp en bovinos en el mundo........c.ccccuureerenes 13
Cuadro 3. Brotes de Criptosporidiosis en humanos ... 14
Cuadro 4. Pares de bases esperadas para cada €SPECIE.......ccumurerenmerensenmsressssesessssesessssessenns 17
Cuadro 5. Criterios y variables del eStudio.......cuemrenienissses s 22
Cuadro 6. Caracteristicas de las instalaciones de los becerros por establo........c.cc.c.u.... 34
Cuadro 7. Caracteristicas clinicas de los becerros en los doce establos. .........ccocneerienee. 41
Cuadro 8. Raz6n de momios o de oportunidad (RM) y P de las variables..........cc.couuunee. 43
Cuadro 9. Especies de Cryptosporidum con las enzimas de restriccion. ... 48
Cuadro 10. Genotipos encontrados con la secuenciacidn de los aislados........cccecreunee. 49
Cuadro 11. Diferencias encontradas en los aislados & secuencias reportadas............. 50
Cuadro 12. Asociacion especie/genotipo y cuadro cliniCo.....coreneseeneenernsenseeseessessesneens 54

Xl



Abreviaturas y siglas usadas

18 SSU rRNA: pequefia subunidad de ARN ribosomal.

COWP: (oocyst wall protein) proteinas de pared interna del ooquiste

TRAP-C1, C2: proteinas del factor de adherencia trombospondina

ITS1, 2: espaciador transcrito interno
HSP70: proteinas de choque

B-tub: gen de beta-tubulina

GP60: glicoproteina de 60 kDa

PCR: reacciéon en cadena de la polimerasa.

RFLP: polimorfismos de los fragmentos de restriccion.

Vspl: enzima de restriccion (secuencia attaat).
Sspl: enzima de restriccion (secuencia aatatt).
Mboll: enzima de restricciéon (secuencia gaaga(N)s).
RM: raz6n de momios o (OR) razén de oportunidad.

a.: aislado de (bovino, humano etc.)

Xl



2. Introduccion

La criptosporidiosis es una protozoosis intestinal, con amplia distribuciéon a nivel
mundial. En becerros de 1-3 meses de edad est4 asociado con sindrome de diarrea
neonatal y pérdidas economicas (Castillo et al, 2009; Murakoshi et al, 2012; Kvac et
al, 2011; Wang et al,, 2011). Algunos estudios demuestran que los becerros se pueden
infectar con 10 diferentes especies/genotipos de Cryptosporidium (Del coco et al,

2009; Jex et al, 2008).

2.1 Taxonomia

Cryptosporidium sp es un protozoario del Phylum Apicomplexa, de la familia
Cryptosporidiae, género Cryptosporidium (figura 1), es un parasito intracelular
extracitoplasmatico que infecta el borde del epitelio intestinal. Tiene un complejo
apical constituido por roptrias, micronemas, granulos densos y micr6tubulos a los que
se les atribuye la invasion celular (Cavalier-Smith, 1998; Fayer, 2009; Zanaro et al,
2008). A pesar de las similitudes en su ciclo de vida, varias caracteristicas distinguen a
este género del resto de las coccidias: relativa especificidad de hospedero, capacidad
de autoinfeccion enddgena, localizacidon intracelular pero extracitoplasmatica y
resistencia terapéutica a coccidiostatos. El descubrimiento del ciclo de vida
extracelular y el andlisis filogenético mediante la secuenciacién de los genes de la
pequeiia subunidad del RNA ribosomal (18 SSU RNAr) y B-tubulina, sugiere que esta
mas emparentado a las gregarinas; parasitos apicomplexos de invertebrados (Del
coco et al.,, 2009; Fayer et al., 2004; Hijjawi et al, 2002; Rosales et al, 2005; Toso et al,
2007; Leander et al,, 2003; Carreno et al,, 1999).

Reino: Protista
Subreino: Biciliata
Phyllum: Apicomplexa
Clase: Sporozoea
Subclase: Gregarina
Familia: Cryptosporidiae
Género: Cryptosporidium

Especies: 23 descritas: parvum, hominis, bovis,
meleagridis, etc.

61 subtipos
Figura 1. Taxonomia de Cryptosporidium spp. Tomado de Cavalier-Smith, 1998.



2.2 Historia

Ernest Edward Tizzer (1907), lo encontré en las gldndulas gastricas de ratones y lo
nombré Cryptosporidium muris. En 1912, describi6é la especie C. parvum de
especimenes que obtuvo del intestino delgado de ratones (Tizzer, 1910; Tizzer, 1912;
Ren et al, 2012). Se le reconocié como parasito hasta 1955; ese afio Slavin describi6 la
especie C. meleagridis en pavos (Carey et al, 2004; Cavalier-Smith, 1998; Chalmers et
al, 2005; Fayer, 2010; Thompson et al, 2008; Slavin et al., 1955). En 1971 se le asoci6
a la diarrea crénica que presentaba un bovino de ocho meses y se le reconoci6 como
un patégeno importante (Panciera et al, 1971). Los primeros reportes de la
criptosporidiosis en humanos fueron descritos en 1976 (Meisel et al, 1976; Nime et
al, 1976); sin embargo, solo se le dio importancia a principios de los 805 cuando se
identific6 en pacientes con VIH (Tzipori, 1983; Zanaro et al.,, 2008).

En nuestro pais se identificé en ganado lechero de la regién central del pais desde
1983 (Castillo et al, 2009); pero, existen pocos estudios que demuestren la

prevalencia de las especies/genotipos de Cryptosporidium en estos hospederos.

2.3 Especies

En la actualidad se conocen alrededor de 23 especies (cuadro 1), que infectan a
mamiferos incluido el hombre, aves, reptiles y peces (Fayer, 2009; Brogolia et al,
2008; Geurden et al, 2008; Muller et al, 2008; Olson et al, 2004; Ortega et al,, 2008;
Plutzer et al, 2009; Wang et al, 2007). Hasta hace algunos afios, la diferenciacion
entre especies se basaba en el tamafio de los ooquistes y el tipo de hospedero; sin
embargo, el tamafio de los ooquistes de los diferentes hospederos se imbrican y
morfologicamente es dificil diferenciarlos. Las técnicas moleculares permiten la

identificacion de las especies/genotipos. (Murakoshi et al, 2012).

Las diferentes especies de Cryptosporidium tienen un gran variedad de hospederos y
diferentes localizaciones en estos, por ejemplo C. baileyi (gallina) que se localiza en
bolsa de Fabricio y cloaca y C. varanii (lagartos) que se localiza en estomago e

intestino delgado; sin embargo de algunos aun no se conoce la localizacion exacta
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como C. ryanae (bovino), C. macropodum (canguro gris), C. xiaoi (ovino) (Navarro et

al, 2011).

Cuadro 1. Caracteristicas de las especies/genotipos de Cryptosporidium.

No. de acceso a

Especies Localizacion Tamario pm Referencia
P . GenBank (18SrARN)

C. parvum Ganado, equino, ratdn, Intestino delgado 4.9(45.4)x 4.4 (42:5.2) AF1112571 Tyzzeretal, 1912
alpaca, ardilla

C.andersoni  20VINOS, 0Vinos, caprinos, Abomaso 74(6.0-8.1)x55 (5.06.5) AF093496 Lindsay et al,, 2000
camello, jerbo, raton

C. bovis Bovinos, ovinos, caprinos Intestino delgado 49(4.8-5.4)x4.6 AY741305 Fayer et al.,, 2005

. Bovino, ovino, ardilla, castor, )

C. cervine ! L Desconocido

marmota, ciervo, raton, lémur
) Ratdn, hamster, ciervo, ardilla, ,

C. muris Estomago 6.1(5.6-6.4) x 8.4 (8.0-9.0) AB089284 Tyzzer, 1907
camello, coyote, foca, mono

C. ryanae Bovinos, ovinos y caprinos Intestino delgado 3.6(2.9-4.4)x3.7(2.9-3.7) AY587166 Fayer et al.,, 2008

C. felis Felinos y bovinos Intestino delgado 4.5(5.0-4.5)x 5.0 (6.0-5.0) AF108862 Iseki, 1979

C. suis Porcinos y bovinos Ambos intestinos 4.6(4.9-4.4)x4.2(4.0-4.3) AF115377 Ryan et al., 2004

Chominis ~ "umano,primates, bovino, Intestino delgado 48(6.45.4)x5.2 (4.45.9) AF108865 Morgan-Ryan et al,, 2002
ovino, caprino, porcino

C.meleagridis 2% Pollos, codorniz, perro, Intestino delgado 5.0(4.56.0)x4.4(4.2:53) AF112574 Slavin, 1955
raton , ciervo

C. serpentis Serpiente del maiz Estomago 6.2 (5.6-6.6) x 5.3 (4.8-5.6) AF151376 Levine, 1980

C. canis Perro, fox y coyote Intestino delgado 4.95x4.75 AF112576 Fayer et al.,, 2001

C. fayeri Canguro Intestino delgado 4.9(4.5x5.1) x 4.3 (3.8-5.0) AF159112 Ryan et al., 2008

C. varanii Varano esmeralda Estomago e intestino delgado 4.7 (4.2-5.2) x 5 (4.4-5.6) AF112573 Koudela-Modry, 1998

C. wrairi Cerdo de guinea Intestino delgado 4.6 (4.0-5.0)x 5.4 (4.8-5.6) AF115378 Vetterling et al., 1971

C. molnari Estomago 4.7(3.2-5.5)x 4.5 (3.0-5.0) AY524773 Alvarez-P et al., 2002

C. macropodum  Canguro Intestino delgado 4.9(4.5-6.0)x 5.4 (5.0-6.0) AF513227 Power-Ryan, 2008

C. baileyi Pollo, pato y codorniz Cloaca, bursa, traquea 4.8(4.8-5.7)x 6.4 (5.6-7.5) 119068 Current et al., 1986

C. fragile Sapo negro Estomago 6.2 (5.5-7.0)x5.5(5.0-6.5)  EU162751-EU162754 lirku et al., 2008

C. galli Gallinas Proventriculo 825 (8'0-%?)X 63(62- AF316624, AY168847  Pavlasek, 1999

C. scophthalmi

Estdmago e intestino

4.4(3.75.0)x3.9(3.0-4.7)

No disponible

Alvarez-P et al,, 2004

Fayer et al,, 2009; Plutzer et al,, 2009; Xiao et al,, 2008.



2.4 Morfologia
Cryptosporidium spp tiene varios estadios: el esporozoito (figura 2), es alargado y tiene
forma de coma, el extremo apical afilado y el posterior redondeado. Tiene un complejo

apical con anillos polares, microtubulos subpeliculares, micronemas y roptrias.

Conoide ——

Micronemas

Roptrias

Cuerpo
retractril

Microporo —— e

Grénulos densos —
A
- Q/—‘\"\ Nucleo

Aparato de Golgi

Grasa

Reticulo

Cuerpo e
P endoplasmico

retractril

Figura 2. Esquema de un esporozoito de Cryptosporium spp. Tiene forma de coma,
dentro se observan los organulos, nucleo prominente, roptrias y el conoide.

El trofozoito, contiene un nucleo prominente que al dividirse da lugar al esquizonte o
meronte, dentro del esquizonte se forman los merozoitos, que tienen forma esférica y
un complejo apical. Los microgametos, contienen hasta 16 ntcleos, tienen forma de
bala y estan rodeados por microtibulos. Los macrogametos, contienen un nucleo,
granulos de amilopectina y cuerpos formadores de pared.

Existen dos tipos de ooquistes: los ooquistes de pared delgada, son esféricos y
contienen en su interior cuatro esporozoitos y los ooquistes de pared gruesa, miden de
4-6 pm de didmetro, también contienen cuatro esporozoitos periféricos y un cuerpo
residual central; son esféricos, traslicidos y refringentes al microscopio 6ptico (figura
3), son resistentes al medio externo y se excretan con las heces de los animales
parasitados (Brogolia et al, 2008; Del coco et al,, 2009; De la Parte et al, 2005; Muller
et al, 2008; Xiao et al,, 2008; Wang et al., 2007).



Figura. 3. Microfotografia de ooquistes de Cryptosporidium spp. CPS directo fresco
tefiido con lugol parasitolégico. lluminacién en contraste de fases. Dentro de los
ooquistes se observan los esporozoitos, tienen forma de coma (flecha). 100x

2.5. Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico es monoxeno (figura 4), con fases de merogonia, gametogonia y
esporogonia (Wang et al., 2007). El sitio primario de infeccién es el intestino delgado.
Algunas especies tienen diferentes localizaciones en su hospedero, por ejemplo: C.
andersoni se localiza en abomaso de rumiantes y C. galli se localiza en el proventriculo
de las gallinas. La dosis infectiva es de 10 a 100 ooquistes (De la parte et al, 2005;
Fayer, 2009; Miller et al, 2005). Después de que los ooquistes son ingeridos se
produce el desenquistamiento mediado por cambios en la temperatura, pH, sales
biliares y accién de las proteasas. Salen cuatro esporozoitos moviles y el extremo
anterior se adhiere a un receptor presente en las microvellosidades intestinales. Del
extremo anterior surge una vacuola que se fusiona con la membrana de la célula para
formar la unién parasito-hospedero y es en esta unién donde se desarrolla el organulo

de alimentacion.

El esporozoito se trasforma en trofozoito y después a merogonia, en esta fase se inicia

la reproduccion asexual (fision multiple) y da origen al meronte tipo I con 8
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merozoitos en su interior. Cuando el meronte se rompe los merozoitos son liberados e
invaden una nueva célula y comienzan a desarrollar el meronte tipo II (4 merozoitos).
Los merozoitos liberados parasitan nuevas células y se diferencian en
macrogametocito (femenino) y microgametocito (masculino); éste se multiplica por
fision multiple y origina 16 microgametos moviles que van en busca del macrogameto.
Lo fecundan y se forma el huevo o cigoto (estado diploide) que al adquirir la pared
quistica se convierte en ooquiste. Se produce la esporogonia, en la cual el nucleo
diploide sufre una meiosis reduccional y se forman cuatro células haploides
(esporozoitos) dentro del ooquiste. El 20% de ooquistes son de pared delgada y
liberan a los esporozoitos en la luz intestinal y pueden invadir a nuevos enterocitos y
el 80% son de pared gruesa y salen con las heces al medio externo (Olson et al, 2004;
Ortega et al, 2008; Ortega et al, 2009; Wang et al, 2007; Xiao et al, 2008; Zanaro et
al, 2008).

Esporozoito Trofozoito

e 5
- :
i) 0 ..
c o ,
: ©
2 Q& Asexual &'.‘2 :
g T 9
< S g .
gruesa o 4 S-= Meronte
= i duro
delgada iInma T
9 < 8 ok

Meronte
tipo |
Microgametocito

Sexual

Ooquiste
inmaduro Meronte
Cigoto tipo Il

Macrogametocito

Figura 4. Diagrama del Ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp. Imagenes tomadas y
modificadas, disponibles online. Jae Ran Yu, 2003:
http://atlas.or.kr/atlas/alphabet view.php?my codeName=Cryptosporidium%?20parvum



http://atlas.or.kr/atlas/alphabet_view.php?my_codeName=Cryptosporidium%20parvum

2.6. Resistencia al ambiente

Los ooquistes de Cryptosporidium son muy resistentes al ambiente, permanecen
viables por 2 a 3 semanas (Mufioz et al, 2011), sobreviven en agua dulce y agua de
mar a 4-220C. Sobreviven a la congelacion, si el proceso es rapido los ooquistes se
destruyen sin embargo si se someten a un proceso de congelacion lento pueden
sobrevivir por mas de 50 dias a -109C (Kato et al, 2002). La infectividad decrece
cuando se someten a 65°C por 5-10 minutos. Se ha mostrado que los ooquistes son
extraordinariamente resistentes a las técnicas usuales de filtracion y cloracion del
agua destinada para consumo humano, se requieren 80 mg/L de cloro para destruir
los ooquistes, esto es 400 veces mas lo permitido para consumo humano (0.2-1.5
mg/L) (Carey et al,, 2004; Diaz et al,, 2003; Reid et al, 2010).

Se ha demostrado que los ooquistes de C. parvum se fijan fuertemente a las hojas y
raices de espinaca, se infiltran por los estomas, logrando de esta manera una mayor
protecciéon al ambiente, resistencia al lavado y desinfectado, tratamientos con

ultrasonidos y posibles tratamientos quimicos post-cosecha (Macarisin et al, 2010).

2.7 Mecanismos de infeccion

La forma infectante es el ooquiste esporulado y el mecanismo de infecciéon es por
contaminacion del agua con materia fecal (aguas residuales, cuerpos de agua como
rios y lagos), por contacto directo (oro-fecal), por fomites y artropodos (figura 5). Los
mamiferos pueden ser reservorios y diseminadores de ooquistes de Cryptosporidium
con potencial zoonético (Castillo et al, 2009; Diaz et al, 2003; Fayer, 2009; Ortega et
al, 2008).



Figura 5. Mecanismos de infeccion de la criptosporidiosis. El principal mecanismo de
infeccion es por el agua contaminada con ooquistes y esta se puede diseminar de
diferentes formas.

2.8 Patogenia

Los ooquistes ingeridos por el hospedero eclosionan en sus sitios blanco ayudados
por factores fisicos y quimicos, se liberan los esporozoitos, las proteinas secretadas
por las especializadas del complejo apical facilitan la adhesién e invasién en las
vellosidades intestinales, se estimula la polimerizaciéon y acumulo de actina en la
interface parasito-citoplasma para que protruya la membrana plasmatica y se forme la
vacuola parasitéfora. Las células de la mucosa del epitelio secretan citosinas,
histamina, serotonina, adenosina, prostaglandinas que actian en los enterocitos,
cambia la actividad eléctrica del intestino generando alteracion en el equilibrio
osmotico, se recluta un cotransportador de Na*/glucosa y hay aumento en la secrecion
de Cl, lo que facilita la entrada de agua y glucosa a la célula (Carey et al, 2004; Del
coco et al,, 2009). La invasion y multiplicacion del protozoario producen pérdida de la
continuidad de la membrana epitelial e inflamacién mediada por linfocitos T que

producen atrofia de las vellosidades e hiperplasia de las criptas (figura 6). Se conoce
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que Cryptosporidium tiene la capacidad de inhibir la apoptosis lo que permite que el
protozoario complete su ciclo de vida de (24-48 hrs.) antes de que la célula hospedera
entre en apoptosis. Los enterocitos dafiados son reemplazados por células inmaduras
funcionalmente, lo que disminuye la absorcién de fluidos, electrolitos y nutriente, hay
perdida de enzimas digestivas y se genera el sindrome de mala absorcién y
desnutricion. Existe aumento de sacaridasa y disminucion de lactasa y maltasa, lo que
altera la digestion, produce aumento de la microflora, cambios en la presién osmotica
y liquido hacia la luz intestinal. La rapidez del ciclo y la presencia del ciclo enddgeno
favorecen la colonizacion de grandes cantidades de ooquistes (Carey et al, 2004; De la
parte et al, 2005; Del coco et al, 2009; Malik et al, 1996). Se sugiere la presencia de
una enterotoxina por la diarrea persistente aunque se haya dado tratamiento (De la
parte et al, 2005).
Multiplicacién:
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Figura 6. Mecanismos patogénicos de la criptosporidiosis. Flechas naranjas muestran
la adhesion del esporozoito, flechas azules la hiperplasia de criptas, flechas amarillas
atrofia de microvellosidades, flecha verde reemplazo de enterocitos y flechas rojas
posible accién de una enterotoéxina.



2.9 Manifestaciones clinicas

El periodo de prepatencia varia de 2 a 14 dias en la mayoria de los animales
domésticos, mientras que el periodo de patencia es variable dentro de las diferentes
especies de hospedadores y puede ser de varios dias a meses. El periodo de
incubacion puede ser de 5 hasta 30 dias. Los becerros son mas susceptibles en los

primeras semanas de vida (De la parte et al, 2005; Olson et al,, 2004).

En los animales la criptosporidiosis puede cursar asintomatica o sintomatica aguda o
cronica (Sofie et al, 2007; Thompson et al., 2008). En la fase aguda pueden presentar
decaimiento, anorexia, diarrea, dolor abdominal, alteracién en la conversion
alimenticia, disminucién de peso en canal, con las consecuentes pérdidas econdémicas
para los productores por retraso en el crecimiento y por los costos que implica el
tratamiento inespecifico e ineficaz. En la fase crénica la diarrea (puede ser de color
gris) es recurrente, se produce el sindrome de mala absorcién y los animales quedan
como portadores. La infeccion, es mas frecuente en animales jévenes y puede causar
la muerte durante las primeras semanas de vida (Carey et al, 2004; Diaz et al. 2011;
Geurden et al, 2008; Mufioz et al, 2011). La falta de calostro y la afeccion por otros
enteropatdgenos contribuyen a que se presente la enfermedad clinica (Xiao et al,

2008).

2.10 Epidemiologia

Cryptosporidium tiene distribucién mundial, que incluye al continente Antartico (Diaz
et al, 2011; Mufioz et al, 2011). En Alemania, la criptosporidiosis es de notificacion
obligatoria desde el 2001 (Brogolia et al, 2008).

En México se ha reportado prevalencias (figura 7), en unidades de produccién de
bovinos en Guerrero de 3.19%, en Veracruz del 12 a 35.7% y en Aguascalientes de
75% 1y solo se identificéd a C. parvum (Cano et al, 2011; Castillo et al, 2009; Fitz et al,
2013; Romero etal, 2012).
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Figura 7. Prevalencia registrada de Cryptosporidium spp en bovinos de Meéxico.
Disefio del mapa con el programa ArcView 3.2. Los valores fueron obtenidos de 4
estudios previos.

2.10.1 Criptosporidiosis y el ambiente

La contaminacién ambiental con ooquistes de Cryptosporidium es un riesgo latente
para animales silvestres, domésticos e incluso para el hombre. Por décadas se ha
utilizado a los bivalvos (ostra, almeja, mejillon) como bioindicadores de
contaminacion acuatica con bacterias, virus y parasitos. La viabilidad de los ooquistes
se ha demostrado en ensayos con ratones (Miller et al, 2005).

Los gasterdpodos (caracoles y babosas) se utilizan como bioindicadores de
contaminacion en ecosistemas terrestres. C. parvum se encontré en 4/10 grupos de

caracoles y en 1/6 grupos de babosas en Chile (Neira et al, 2010).
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En peces de aguas saladas y dulces se han identificado genotipos zoonéticos de
Cryptosporidum 0.8% (6/709) (Reid et al, 2010), dato importante porque los
animales beben agua de lagos y arroyos, los humanos que visitan zonas recreativas
también pueden infectarse.

Los animales de compaiiia, como las aves, representan un factor de riesgo para
adquirir la criptosporidiosis. En un estudio se identificaron cuatro especies (C. baileyi,
C. meleagridis, C. galli y C. avian) que infectan a aves de compaiiia, con una prevalencia
global de 8.1% (35/434); lo que sugiere un riesgo potencial de transmisién zoonotica
(Qi et al, 2011). Las lluvias juegan un papel importante en la propagacién de los
ooquistes de Cryptosporidium que eliminan los animales que pastan en las praderas
(McEvoy et al,, 2005). También se han encontrado ooquistes de Cryptosporidium en

aguas residuales que se emplean en el riego de frutas y verduras (McEvoy et al, 2005).

2.10.2 Criptosporidiosis en bovinos

La infeccion en becerros se ha observado desde 1976, y puede producir alta
morbilidad y mortalidad. La falta de calostro y la afeccién por otros enteropatégenos
contribuyen a que se presente la enfermedad (Brogolia et al, 2008; Carey et al, 2004;
Feng et al, 2007; Jex et al, 2011). La prevalencia mundial de criptosporidiosis en
bovinos en el mundo (cuadro 2), tiene un rango de 1-84%. (Fayer et al, 2005;
Geurden et al, 2007; Maddox et al,, 2005; McCarthy et al, 2008). En nuestro pais tiene
un rango de 12-75% (Castillo et al, 2009; Maldonado et al,, 1998).

C. parvum, C. andersoni, C. bovis and C. ryanae son comuinmente detectados en
becerros. C. parvum prevalece en becerros predestete (menores a 2 meses) y produce
hasta el 85% de las infecciones; mientras que C. andersoni, C. cervine, C. bovis y C.
ryanae predominan en becerros postdestete de 2 meses hasta 2 afios de edad (Feng et

al, 2007; Kvacet al, 2011).
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Cuadro 2. Prevalencia de Cryptosporidium spp en bovinos en el mundo.

Especie  Pais Prevalencia % N Método diagnostico Genotipo Referencia

Becerros  India 39.65 459 PCR-RFLP C.a Cr,Ch,Cp Venuetal, 2012
Becerros  Malasia 271 240 PCR C.p,C.b,C.a,C.r  Muhid etal., 2011
Becerros  Australia 22.3 634 PCR C.p,Cb,Cr Ng et al., 2011
Becerros  México 75 126 Tincic;nc};inyou C.parvum Garcia et al., 2009
Becerros  Iran 18.75 272 PCR Cp,CaCbh Keshavarz et al., 2009
Becerros  India 12.85 350 PCR-RFLP C.a Paul et al., 2009
Becerros Eﬁgg:”ca 4.42 995 PCR-RFLP  C.a, C.b, C.p ggggéc"wé etal,
Becerros  Inglaterra 28 215 PCR C.p,Ch,Cc Brook et al., 2008
Becerros  Canada 27.3 143 PCR C.p Coklin et al., 2007
Becerros Y vjietnam 357 266 Tincion ZNm ¢ 4 Nguyen et al., 2007
adultos PCR

Becerros  Zambia 19.2 744 ELISA C.p,Ch,Cs Geurden et al., 2006
Becerros  Canada 3.1 605 IFA C. spp Waldner et al., 2006
Bovinos Canada 1.1 560 IFA C. spp Gow et al., 2006
Becerros  Zambia 19.2 744 ELISA C.p,Ch,Cs Geurden et al., 2006
Becerros ;‘;‘;‘@a 5.31 658 PCR cp Learmonth et al., 2003
Becerros  Francia 434 440 ELISA C. spp Lefay et al., 2000
Bovinos Canada 73 386 IFA C. parvum, C.m Olson et al., 1997
Bovinos Tazania 16.3 486 TingEPSZANm C. spp Mtambo et al., 1997

C. spp: Cryptosporidium spp, C.p: C.parvum, C.c: C. cervine, C.m: C. muris, C.a: C. andersoni; C. r: C.
ryanae; C. b: C. bovis.

2.10.3 Criptosporidiosis en humanos

Se ha documentado que los brotes epidémicos de la criptosporidiosis en humanos
fueron por la ingestion de agua contaminada con ooquistes (Feng et al, 2007; Geurden
et al, 2008; Gobet et al, 2001; Huang et al, 2006; Jonhson et al, 2008; Xiao et al,
2000). La prevalencia de este microorganismo es variable (cuadro 3) y depende de las
caracteristicas socioecondémicas de la poblacién. Es mas frecuente en las regiones que
carecen de agua potable (Fayer, 2009; Geurden et al,, 2008; Olson et al, 2004; Xiao et
al, 2008). Existe el riesgo de que el ganado sea diseminador de esta parasitosis, ya

que sus heces pueden contaminar los diferentes ambientes (McEvoy et al., 2005).
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Cuadro 3. Brotes epidémicos de criptosporidiosis en humanos.

Ano Ciudad o Estado Transmitido por Especie responsable
1993 Milwaukee, EEUU Agua C. hominis

1993 Maine, EEUU Alimentos C.parvum

1996 British Columbia, Canada  Agua C. parvum (Cranbrook)

C. hominis (Kelowna)

1997 Pennsylvania, EEUU Contacto con animales C. parvum

1998 Washington, EEUU Alimentos C. hominis

2000 Irlanda del Norte, Reino Agua C. parvumy C.

Unido homimis
2002 Queensland, Australia Alimentos C. parvum

Tomado de Thompson et al, 2003a-b y Xiao et al.,, 2001.

2.11 Caracterizacion molecular de Cryptosporidium spp

Desde hace 20 afios se describieron dos genotipos de C. parvum: “genotipo humano o
antropozoondtico” que infecta humanos y el “genotipo bovino o zoondtico” que infecta
animales de granja (bovinos, ovinos, caprinos, etc.), humanos y animales de

laboratorio (Gobet et al, 2001; Morgan et al,, 1999; Ren et al,, 2012; Xiao et al, 2010).

2.11.1 Genotipos

Los bovinos también se pueden infectar con C. muris, esta especie puede reducir hasta
el 13% la produccién lactea en el ganado lechero y afectar el crecimiento de los
becerros (Kvac et al, 2008). Ademas, existe evidencia de la variacién biolédgica y
molecular de C. muris; los ooquistes de C. muris obtenidos de roedores afectan a
roedores y a bovinos, pero los ooquistes de C. muris obtenidos de bovinos no afectan a
roedores. C. muris infecta a: roedores, artiodactilos, primates incluido el hombre,
perros, gatos y conejos (Morgan et al, 1999; Kvac et al, 2008). C. andersoni se
encuentra en becerros, pero puede infectar a otros artiodactilos, roedores y

posiblemente a humanos (Kvac et al, 2008).
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2.11.2 Utilidad de las Técnicas moleculares para identificacion de
especie/genotipo

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) sirve para amplificar un fragmento
especifico de DNA. Actualmente se ha generalizado el uso del gen conservado de la
pequeiia subunidad de RNAr (18 SSU rRNA) debido a su naturaleza multicopia y a la
presencia de regiones semiconservadas e hipervariables, que facilitan el disefio de
cebadores y es de gran utilidad para estudios filogenéticos (Xiao et al, 2010). Se ha
utilizado el gen de las proteinas de pared interna del ooquiste (COWP) generalmente
para identificar a C. parvum y se realizan ensayos de PCR y polimorfismos de los
fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando la enzima Rsal, sin embargo tiene utilidad
limitada en la genotipificaciéon proveniente de animales o muestras ambientales
debido a su estrecha especificidad. Los genes del espaciador transcrito interno (ITS1y
ITS2) solo identifican el género (Cai et al, 1992; Spano et al, 1997, 1998; Navarro et
al, 2011; Xiao et al, 2010). La B-tubulina RNAm, las proteinas de choque (HSP70), las
proteinas relacionadas con el factor de adherencia (TRAP-C1 y TRAP-C2), entre otras,
se ha utilizado como marcadores de la viabilidad de ooquistes en cultivos de

Cryptosporidium (Gobet et al, 2001; Spano et al, 1998; Navarro et al,, 2011).

Una de las herramientas mdas populares es a glicoproteina de 60 kDa (Gp60 o
Gp40/15), se encuentra en la region apical de los estadios invasivos del protozoario,
este gen es similar a los microsatélites porque tiene secuencias repetidas en tandem
del triplete de nucledtidos que codifica para serina (TCA, TCG, TCT). Es una
herramienta en la subtipificacion de C. hominis en humanos, C. parvum en humanos y
rumiantes; identifica subtipos de C. parvum y su transmision, asi como su potencial
zoonoOtico (Plutzer et al, 2009; Xiao et al, 2010). Utilizando la PCR, los RFLP, la
secuenciacion de los genes de la pequefia subunidad del RNA ribosomal (18 SSUrRNA)
y glicoproteina 60 (gp60) se han descrito aproximadamente 61 subtipos de
Cryptosporidium (Navarro et al, 2011; Plutzer et al, 2009). Con el gen gp60 se han
identificado algunos subtipos en: C. hominis 7 subtipos (Ia-Ig), solo en Ic es zoonético,
en C. parvum 2 zoondticos (Ila-1Id) y 10 no zoonéticos (IIb, Ilc, Ile, IIf, IIg, IIh, IIi, IIj,
[Ik, II1) (Plutzer et al,, 2009; Xiao et al, 2010).
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Con la amplificacién del gen 18 SSUrRNA de Cryptosporidium y la restriccién con las
enzimas Sspl y Vspl se pueden diferenciar las diferentes especies y en particular los
genotipos de C. parvum de muestras fecales y agua (Hijjawi et al, 2002; Xiao et al,
1999, 2000, 2001). La enzima Mboll sirve para diferenciar entre C. parvum, C.
andersoni y C. bovis comunmente descritas en bovinos (Feng et al, 2007).

Se ha documentado que con la ayuda de diferentes enzimas de restriccion se puede
diferenciar las especies/genotipos de Cryptosporidium. El patron electroforético
observado en la genotipificacion para algunas especies se observa en la figura 8. Los
productos esperados para cada enzima de restriccién se muestran en el cuadro 4.
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Figura 8. Genotipificacion de Cryptosporidium mediante la amplificacion del gen SSU rRNA por PCR-RFLP.

Los carriles 1 y 15, Mpb; carril 2, C. parvum genotipo humano; carril 3, C. parvum mono genotipo; carril 4, C.
parvum genotipo bovino, gen A; carril 5, C. parvum bovino genotipo, gen B; carril 6, C. wrairi; carril 7, C. parvum
hurén genotipo; carril 8, C. parvum genotipo canguro, carril 9, C. meleagridis, carril10, C. parvum ratén genotipo;
carril 11, Cryptosporidium sp; carril 12, C. felis; carril 13, C. parvum genotipo perro, carril 14, C. parvum genotipo
porcino. (Xiao et al, 1999, 2000, 2001).
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Cuadro 4. Pares de bases (pb) esperadas para cada especie.

Especie Procedencia Fragmento Sspl Vspl Mboll
de PCR

C. muris Bovinos, camello, 833 385, 448 102, 731 -
lyrax

C. andersoni Bovinos, camello, 833 385, 448 102, 731 76, 769
jerbo, ratén

C. bovis Bovinos 835 33, 103, 267, 432 104, 115,616 76, 162, 185, 412

C. serpentis Serpiente 831 14, 33, 370, 414 102, 729 -

C. baileyi Gallina 826 254, 572 102, 104, 620 -

C. felis Gato 864 15, 33, 390, 426 102, 104, 182, 476 -

C. meleagridis Pavo 833 11, 108, 254, 449 102, 104, 171, 456 -

C. wrairi Cerdo de guinea 834 11, 109, 254, 449 102, 104, 171, 456 -

Cryptosporidiumsp ~ Monitor 834 19, 33, 109, 255,418 102, 104, 628 -

C. parvum Humano 837 11,12, 111, 254,449 70, 102, 104, 561 -

C. parvum Bovino gen A 834 11,12, 108, 254,449 102, 104, 628 -

C. parvum Bovino gen B 831 9, 119, 254, 449 102, 104, 625 76,771

C. parvum Raton 838 11,12, 112, 254,449 102, 104, 175, 457 -

C. parvum Perro 829 20, 33, 105, 254,417 94,102, 633 -

C. parvum Cerdo 838 9, 11, 365, 453 102, 104, 632 -

Xiao et al, 1999. GenBank: AF093489
AF115378.

2.12 Diagnostico

a AF093499, AF112569 a AF112576, AF115377, y

Se cuenta con varias técnicas para la deteccion de esta parasitosis:

1.- Los Coproparasitoscopicos (CPS) no son de utilidad por el tamafio de los ooquistes

que es de 4-6 um (figura 9).

10pm b

Figura. 9. Microfotografia de ooquistes de Cryptosporidium spp. 40x
a) directo fresco, iluminacién campo claro, b) iluminacién en contraste de fases.
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2.- Tincién de Ziehl-Neelsen modificado o Kinyou: Facilita la identificacién de los

ooquistes, ya que se tifien de color rojo intenso (acido-alcohol resistente), en un fondo

azul o verde (figura 10).

Figura 10. Microfotografia de un ooquiste de Cryptosporidium spp. 100x. Tincién de
Kinyou, dentro del ooquiste esférico tefiido de color cereza se observan los
esporozoitos. Cada linea de la regleta corresponde a 1pum.

3.- Inmunolégicos: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) e
Inmunoflourescencia Indirecta, para la deteccién de coproantigenos con Kits
comerciales.

4.- Técnicas moleculares PCR, RFLPs y secuenciaciéon para determinar la especie,
genotipos y subtipos (De la parte et al, 2005; Brogolia et al, 2008; Morgan et al,
1999).

2.13 Tratamiento

Hasta el momento no existe tratamiento totalmente eficaz contra este parasito (Del
coco et al, 2009; Ortega et al, 2009). Se emplean comtinmente:

La Paramomicina que es un antibidtico aminoglucdsido que acttia en la sintesis de
proteinas uniéndose al ribosoma bacteriano en el sitio A, se utiliza en animales y
humanos con esta parasitosis; ha mostrado eficacia cuando el parasito se mantiene en
cultivos celulares. En humanos con VIH hubo una reduccién de episodios diarreicos y
excrecion de ooquistes.

La nitazoxanida es el Uinico farmaco que ha sido objeto de un programa de desarrollo
completo y bien disefiado para la criptosporidiosis en virtud de una solicitud de nuevo
farmaco en investigacion (IND) con la United States Food & Drug Administration. Los

resultados de estudios realizados en pacientes severamente inmunocomprometidos
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que tienen criptosporidiosis relacionado con el SIDA (CD4<50) fueron algo
decepcionantes, mientras que la droga fue bastante eficaz en los pacientes con algin
grado de inmunidad (recuento de CD4>50). En algunos animales tuvo menos eficacia
en comparacién con la paramomicina. Sin embargo, existe la necesidad de un
tratamiento altamente eficaz contra la criptosporidiosis especialmente para pacientes
inmunodeficientes y en el caso de animales para evitar pérdidas en la produccion

(Olson et al,, 2004; Ortega et al, 2009; Rossignol et al,, 2010).

2.14 Medidas de prevencion y control

Las medidas de manejo sugeridas para la prevenciéon de la criptosporidiosis en
becerros son: a) destrucciéon de ooquistes mediante aplicacién de desinfectantes
eficaces en las zonas que habitan los animales, b) separacién de animales enfermos de
sanos, c) bebederos y comederos altos para evitar la contaminacién con heces, d)
remocion diaria de las heces, e) controlar la entrada de animales portadores de otras
especies (perros, ratones, etc.), f) mantener las maternidades limpias y desinfectadas,
g) controlar la temperatura y humedad de estos lugares, h) ingestion de calostro y
leche (Fayer, 2004; Mufioz et al,, 2011; Ortega et al, 1999).

El suministro de calostro es una medida profilactica, contiene una alta concentracion
de inmunoglobulinas IgG. La alimentacién con calostro hiperinmune ha demostrado
que reduce la diarrea y la excrecidon de ooquistes en becerros y corderos (Thompson

etal, 2008).
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3. Justificacion

La criptosporidiosis es una protozoosis zoondtica que produce cuadros diarreicos
que afectan el crecimiento de los becerros y producen pérdidas econémicas a los
productores. Se han descrito varias especies: C. parvum a. hominisy C. parvum a. bovis,
C. bovis, C. ryanae, C. muris y C. andersoni, y debido a que los ooquistes son
morfolégicamente semejantes e incluso en algunos casos sus dimensiones se
imbrican, es necesario realizar técnicas moleculares para diferenciar e identificar a los
que tienen potencial zoonético. Hasta donde sabemos en nuestro pais no hay reportes
que muestren los genotipos predominantes de Cryptosporidium en becerros. Por lo
que es necesario determinar la prevalencia y genotipos predominantes de este

parasito en becerros.

4. Hipotesis
Las especies o genotipos de Cryptosporidium asociadas al cuadro clinico en
becerros menores de tres meses de la raza Holstein-Fresian y la contaminacién
ambiental con heces que provengan de estos animales son un riesgo zoonotico

para la Cuenca Lechera de Tizayuca.

5. Objetivos
General:
¢ [dentificar especies o genotipos de Cryptosporidium en becerros de la raza

Holstein-Friesian de la Cuenca Lechera de Tizayuca, Hidalgo.

Particulares:
® Determinar la prevalencia de la criptosporidiosis en becerros de la Cuenca
Lechera.
® Asociar la presencia de Cryptosporidium spp con el cuadro clinico presente en
los becerros.
¢ [dentificar el genotipo de Cryptosporidium que predomina en los establos de la

Cuenca Lechera.
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¢ [dentificar a las especies con potencial zoonoético en la Cuenca Lechera.

6. Metodologia

En este estudio el material biologico se obtuvo de becerros menores de tres meses de
edad de la Cuenca Lechera de Tizayuca, Hidalgo previa carta de consentimiento
informado del encargado del centro de diagndstico de la Cuenca. El material biologico
se proceso en el Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de
Pediatria. El tamafio de la muestra se determin6é mediante el programa estadistico
Epiinfo V. 6 con un intervalo de confianza del 95%, un margen de error del 5% y una
frecuencia esperada del 10%.

Se hicieron dos muestreos transversales, el primero fue mensual, de enero a
diciembre de 2012 y se analizaron muestras de heces de bovinos de 12 establos, con
un tamafio de muestra de 162. En el segundo muestreo se analizaron becerros de
cuatro establos previamente muestreados con un tamafio de muestra de 50. Todas las
muestras se obtuvieron directamente del recto de los becerros. El tamafio de muestra
final fue de 212. Los criterios y variables del estudio se observan en el cuadro 5. La

estrategia para cumplir con los objetivos de este estudio se muestra en la figura 11.

Clasificacion de la investigacion
Se realiz6 un estudio:

e Prospectivo, transversal y observacional.
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Cuadro 5. Criterios y variables del estudio.

Criterios de Inclusion Variables del estudio

1. Becerros menores de 3 meses de edad . Presencia de Cryptosporidium spp

2. Animales con o sin diarrea . Edad de los becerros

. Diarrea

. Condicién corporal del becerro (1, 2 y 3).
. Moco en heces

. Neumonia

. Tipo de alimentacion

. Presencia de otros parasitos

©O© 00 N O o~ WON -~

. Estacion del ano

Carta de consentimiento
informado

212 becerros < 3 meses de
edad de 12 establos

l v
Obtencion de material Datos clinicos
biolégico

Analisis por CPS y
Tincién Kinyou
Microscopia Electronica
de Transmision (MET)

v v
Negativos Positivos
Prevalencia de
l Cryptosporidium
Tecnica de Sheather

(Concentracion/flotacion/Ooquistes) oo
Asociacion

‘l/ Especie/cuadro clinico
Extraccion de DNA
l Restriccion
PCR anidada (Vspl, Sspl, Mboll)
18 SSU rRNA

. Secuenciacion —_—

Figura 11. Estrategia del estudio.
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6.1 Localizacion de la explotacion

La Cuenca Lechera esti ubicada a 2,260 m sobre el nivel del mar, 192 50" latitud norte
y 982 57" longitud oeste del meridiano de Greenwich (figura 12). Colinda al norte con
Tolcayuca, Estado de Hidalgo y al suroeste con el Estado de México. La Cuenca Lechera
cuenta con un total de 223 establos (figura 13), que se distribuyen dentro del

Complejo Agronomo Industrial de Tizayuca (CAIT).

12-35.7%
C. parvum

40 0 40 iy
o — Kilometros

Figura 12. Dibujo que muestra la ubicacion del Estado de Hidalgo y localizacién de
Tizayuca (color rojo). Programa ArcView 3.2.

Figura 13. Vista satelital que muestra la distribucion de los establos de la Cuenca
Lechera de Tizayuca dentro del CAIT, Hidalgo. Programa Epiinfo v. 6.0.
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6.2 Carta de consentimiento informado

Se visité la Cuenca Lechera Tizayuca, Hidalgo, se hablé con médicos veterinarios y
encargados de los diferentes establos, se les planted el proyecto y se les invité a
participar en este estudio. A los encargados de los establos se les entreg6 mediante
oficio impreso los resultados de los coproparasitoscépicos y las tinciones de cada una

de las muestras analizadas.

6.3 Obtencion de Material biologico

Se realizaron dos muestreos: solamente se obtuvo una muestra de heces por becerro,
éstas se tomaron directamente del recto utilizando guantes de palpacién. Las
muestras se almacenaron en hieleras con refrigerante y se transportaron al
Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto nacional de Pediatria para su
analisis.

Se registraron los datos clinicos de los animales: constantes fisiologicas, edad,
presencia de diarrea, otras enfermedades, tipo de alimentacién, tipo de instalaciones,
estado nutricional evaluando la condicion corporal donde se asignaron tres
categorias: 1) condicidn severa, 2) estructura obvia y 3) estado ideal (Edmonton et al,

1989).

7. Técnicas coproparasitoscopicas (CPS)
Se realizaron coproparasitoscépicos directo en fresco y de concentracion flotacién
para identificar otros parasitos. Las técnicas se realizaron segun lo descrito en el

Manual del Laboratorio de Parasitologia Experimental, INP.

7.1 CPS directo en fresco

En un extremo del portaobjetos se coloc6 una gota de PBS, y en el lado contrario una
de lugol parasitolédgico (con 2-4 mm de separacion), con un aplicador se homogeneizo
la muestra de heces (0.2-0.5g de muestra), se colocé en el extremo de la gota de PBS y
posteriormente en la gota de lugol y se homogeneizaron, se colocaron los

cubreobjetos y finalmente se observaron al microscopio 20X y 40X.
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7.2 Tincion de Kinyou

Se realiz6 la tincién de Kinyou para la identificaciéon de ooquistes de Cryptosporidium
Spp-

En un portaobjeto se colocd una gota de PBS, con el aplicador de madera se tomé una
pequeiia cantidad de muestra y se mezclé con el PBS del portaobjetos. La muestra se
pre-fijo por calor a 382C por 1 minuto, se post-fij6 con metanol de 2-3 veces. Se le
colocé la fucsina saturada con fenol, se dej6 a temperatura ambiente por 30-40
minutos y posteriormente se decolor6 con 1-2 gotas de alcohol acido al 1% (70:1).
Posteriormente se lavd con agua de la llave y se dejo escurrir por 1 minuto, se
contrasto con el colorante azul de metileno por 1 minuto. Se lavé a chorro de agua y

se dejo secar, finalmente se observo al microscopio 6ptico (100x).

7.3 Prevalencia de Cryptosporidium spp

La prevalencia indica el nimero de casos de enfermedad que existe en una poblacion,
generalmente se calcula considerando un momento dado, conocido como prevalencia
puntual o tasa de prevalencia, la prevalencia de la Cuenca se calcul6 mediante la
siguiente ecuacion:

TP=Total de casos en una poblacion en un lugar y momento dados
Total de la poblacion en ese lugar en ese momento dado

(Jaramillo-Martinez et al., 2010)

Se utiliz6 el programa Epiinfo V. 6 para el analisis epidemiolégico de la enfermedad y
con la informacién obtenida se identificaron los posibles factores de riesgo (edad,
condicion corporal, diarrea, moco en heces, neumonia, alimentacién y presencia de
otros parasitos). Se utilizé la Razéon de Momios por que se emplea en estudios
epidemioldgicos transversales y se asociaron los factores de riesgo con la presencia de

Cryptosporidium.
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7.4 Técnica de Sheather (Concentracion/Flotacion)

Se realizé esta técnica para concentrar ooquistes de Cryptosporidium spp. Para la
obtencién de acidos nucleicos.

La muestra con ooquistes se lavod seis veces con agua destilada y una con PBS, se
centrifug6 a 3500 rpm (Eppendorf centrifuge 5804), se decantd y al precipitado se
agrego agua, se homogeneizd. En los tubos conicos de 15 ml, se colocaron 4.0 ml de la
solucién I (anexo A), se agregaron 2.0 ml de la solucién II (Anexo A), deslizandola por
las paredes del tubo con cuidado para evitar mezclar y destruir los gradientes. Se
afiadieron 500 pl de la muestra con heces lentamente por la pared del tubo evitando
destruir los gradientes, se centrifugé a 3500 rpm, durante 20 min. De cada uno de los
tubos se aislaron los anillos superior e inferior y se colocaron en tubos que contenian
10 ml de agua destilada, se homogeneizaron para romper el gradiente y para quitarles
el exceso de sacarosa. Se centrifugaron a 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804)
durante 5 minutos, el sobrenadante se decanté y el precipitado se concentr6 en un
tubo de 15 ml con agua destilada. Se observaron al microscopio a 40x y se

almacenaron a 4°C.

7.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Se concentraron tres tubos de 500 pl de ooquistes de Cryptosporidium del aislado
2E172, se fijaron en glutaraldehido al 2.5%, disuelto en buffer de cacodilatos con
un pH de 7.2/1 hr. Posteriormente cada una de las muestras se les coloco tetradxido
de osmio al 1% disuelto en buffer de cacodilatos, las muestras fueron lavadas tres
veces con buffer de cacodilatos para retirar el exceso de fijador. Se deshidrataron en
concentraciones ascendentes de acetona 70%, 80%, 90% y 100% por 10 minutos. La
infiltracién se realiz6 con una mezcla de resina epoxica (Epon 812) mas acetona pura
en una proporcion 2:1 y luego 1:1. El botdén se colocd en moldes con resina epodxica
pura y se dejo polimerizar a una temperatura de 60°C/48 hrs. Se realizo el retallado y
se comenzo a hacer los cortes semifinos de menos de 200-250 nm con ultramicré6tomo
(Leica), con cuchillas de vidrio y barquilla de cinta adhesiva. Se montaron en

portaobjetos y se fijaron con calor, se contrastaron con azul de toluidina. Se retallo
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nuevamente y se hicieron cortes de menos de 50 nm, se montaron en rejillas de cobre
de 200 Mesh, previamente cubiertos con una membrana Formvar. Antes de la
observacioén se realizé un contraste para MET utilizando acetato de uranilo al 4% por
20 minutos, citrato de plomo de Reynolds al 0.4% por 10 minutos y se lavaron con
agua destilada. Se observaron las rejillas en microscopio electréonico de transmision
(modelo M900 Carl Zeiss) a 50 kv. Las imagenes fueron tomadas en negativo, la
impresion se realizo en papel fotografico (F3 Kodac) en ampliadora (modelo Beseler

45V-XL).

8. Técnicas Moleculares

Para la genotipificacion de especies/genotipos de Cryptosporidium en la Cuenca
Lechera.

8.1 Lisis de ooquistes:

Las muestras se sometieron a un proceso de lisis fisica mediante cuatro ciclos de
congelacién (nitrégeno liquido) y descongelacién (50°C), durante 1 minuto
respectivamente. Posteriormente se utilizé el kit Qiagen miniStol, en un tubo
Eppendorf se colocaron 400 pl de muestra y se adicionaron 1000 ul de buffer ASL, se
homogeneiz6 durante 1 minuto. Se calent6 a 702C/5 minutos, se homogeneizo
suavemente durante 15 segundos y se procedi6 a centrifugar a 14000 g/1 minuto.
Posteriormente se pipetearon 900 pl de sobrenadante y se colocaron en otro tubo
Eppendorf, se coloco la pastilla Inhibidorex y se homogeneizé durante 1 minuto, se
dejé incubar temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugdé a 14000g/3
minutos. El sobrenadante, 400 pl se puso en un tubo Eppendorf y se afiadieron 15 pl

de proteinasa Ky 200 pl de buffer AL, se homogeneiz6 e incub6 a 502C toda la noche.
8.2 Extraccion de ADN

El DNA se extrajé por medio del kit comercial QIAamp DNA (Qiagen). El ADN se

almacené a -202C hasta su uso. Preparacién de soluciones en anexo B.
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Se afiadieron 400 pl de etanol absoluto y se homogeneizo, se dej6 incubando durante
1 minuto y se repitid el procedimiento. Se tomo el sobrenadante sin botén y se coloc6
en columnas previamente identificadas, se centrifugé a 14000g/4 minutos.

Se cambiaron los tubos colectores y afiadi6é a las columnas 500 pl de buffer AW1, se
centrifug6é a 14000g/2 minutos a temperatura de 25°C. Se cambiaron los tubos
colectores y se repitio el proceso utilizando buffer AW2. Nuevamente se cambid el
tubo colector y se centrifugé a 14000g/6 minutos, se colocaron las columnas en tubos
Eppendorf etiquetados y se afladieron 50 pl de buffer AE en las membranas, se incub6
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se centrifugé a 14000g/3 minutos y

almaceno a -20°C hasta su uso.

8.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplific6 un producto de ~ 1700 pb del gen 18 SSU rRNA (figura 25), con los
oligonucleotidos:  Forward: 5°-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3° 'y Reverse:
5'CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3". Con el programa: ciclo inicial de 942C/3 min. 35
ciclos de 94°C/45s, 552C/ 45s y 72°C/7 min. Una extensién final de 72°C/ 7 min
(Termociclador Applied Biosistem).

Con el producto amplificado se realizé una PCR anidada y se obtuvo un producto de ~
826-864 pb (figura 26). Se utilizaron los oligonucledtidos: Forward: 5°-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3" y Reverse: 5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-
3’. Las condiciones del ciclo fueron idénticas a las utilizadas en la primera PCR

(Termociclador Applied Biosistem).

8.4 Electroforesis en del agarosa al 1%

Se pesaron 300 mg de agarosa, 35 ml de TBE 1x se mezclaron en un matraz de 250 ml],
se calent6 hasta que se dejaron de observar cristales de agarosa y se agregaron 0.5 pl
(0.500 mg) de BrE, se vertio el contenido en la camara de electroforesis y se dejé
solidificar. Se corri6 el gel en la cAmara con las siguientes condiciones: 100V, 50W, 10

mA por 1 hr. Las bandas se observaron en transiluminador de UV (BioEpichemics
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Darkroom) y se guardé la foto digital en formato Tiff. Preparaciéon de soluciones en

anexo C.

8.5 Polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Para identificar las especies/genotipos se realiz6 la restriccién de las muestras. Del
producto de ~ 826-864 pb se tomaron 8 pl, la mezcla mix se realizé con 1 pl de la
enzima (Vspl, Sspl), 0.2 pl de BSA, 1 de buffer 10x (Promega) y 8 ul del producto de ~
826-864 pb, 1 pl de la enzima fastDigest (Mboll) y 2 ul de Buffer Green fastDigest 10x
(Termo scientific), para un volumen final de 20 pl. Se homogeneiz6 y dejo incubando a
379C por 2 horas y 372C por 5 minutos respectivamente, en incubadora con agitaciéon

constante. En la figura 14 se muestran los sitios de corte de cada enzima utilizada.
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Cryptosporidium sp. 18 SSU rRNA gene, secuencia completa

ORIGIN
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1681
1741

-
-
—J
—

aacctggttg
aagtataagc
tgataatctt
accyaacttt
ataataactt
ctttagacgg
gattccggag
aattacccaa
agttttgtaa
gtctggtgcc
ttaaaaagct
atatagtatt
aaaattagag
agatttttat
ggcatttgta
gaaagcattt
atcagatacc
ttactccttc
caaggctgaa
aatttgactc
tagctctttc
tgtctggtta
taatttttta
aataacaggt
ccatcaagta
tggggataga
tcagcttgcg
gaatgatccg
taaaccttat
gaaggatcaa

atcctgccag
ttttatacgg
ttacttacat
acggaagggt
tacggatcac
tagggtattg
agggagcctg
tcctaataca
ttggaatgag
agcagccgcg
cgtagttgga
aacataattc
tgcttaaagc
cttttttatt
tttaacagtc
gccaaggatg
gtcgtagtct
agcaccttat
acttaaagga
aacacgggaa
ttgattctat
attccgttaa
tttgtcttct
ctgtgatgcc
tatattecctg
tcattgcaat
ctgattacgt
gtgaattatt
catttagagg

gc

tagtcatatg
ttaaactgcg
ggataaccgt
tgtatttatt
atttatatgt
gcctaccgtg
agaaacggct
gggaggtagt
ttaagtataa
gtaattccag
tttctgttaa
atattactat
aggcattagce
ggttctaaga
agaggtgaaa
ttttcattaa
taaccataaa
gagaaatcaa
attgacggaa
aactcaccag
gggtggtggt
cgaacgagac
tagagggact
cttagatgtc
tttcgaagga
tattgatctt
ccctgcecectt
cggaccatac
aaggagaagt

Secuencia ~1700 pb

Secuencia ~826 pb

Enzima Sspl (aatatt)

Enzima Vspl (attaat)

Enzima Mboll (gaaga(N)s)

cttgtctcaa
aatggctcat
ggtaattcta
agataaagaa
gacatatcat
gcaatgacgg
accacatcta
gacaagaaat
acccctttac
ctccaatagc
taatttatat
attttatagt
cttgaatact
taaaaataat
ttcttagatt
tcaagaacga
ctatgccaac
agtttttggg
gggcaccacc
gtccagacat
gcatggccgt
cttaacctgc
ttgtatgttt
ctgggccgceg
aatgggtaat
gaacgaggaa
tgtacacacc
tttgtagcaa
cgtaacaagg

agattaagcc
tataacagtt
gagctaatac
ccaatttaat
tcaagtttct
gtaacgggga
aggaaggcag
aacaatacag
aagtatcaat
gtatattaaa
ataatatttt
atatgaaatt
ccagcatgga
gattaatagg
tgttaaagac
aagttagggg
tagagattgg
ttctgggggg
aggagtggag
aggaaggatt
tcttagttgg
taaatagaca
aatacaggga
cgcgegcetac
cttttgaata
ttcctagtaa
gcccgteget
tacatgtaag
tttccgtagg

atgcatgtct
atagtttact
atgcggaaag
ttggtgattc
gacctatcag
attagggttc
caggcgcgca
gactttaaat
tggagggcaa
gttgttgcag
attaatattt
ttactttgag
ataatataaa
gacagttggg
aaactagtgc
atcgaagacg
aggttgttcc
agtatggtcg
cctgcggcett
gacagattga
tggagtgatt
taagaaatat
agttttaggc
actgatgcat
tgcatcgtga
gcgcaagtca
cctaccgatt
gaaagtttcg
tgaacctgca

Figura 14. Esquema de la secuencia completa de Cryptosporidium spp. (No. Acceso
AF442484 GenBank). En rojo se marca el sitio de corte del cebador de ~1700 pb, en
azul el sitio de corte del cebador de ~826, en verde el sitio de corte de Sspl, en
amarillo el sitio de corte de Vspl, en naranja el sitio de corte de la enzima Mboll.
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8.6 Electroforesis en gel de agarosa al 2% (restriccion)

Las restricciones de ~826 pb se corrieron en geles de agarosa al 2% (600 mg de
agarosa, 35 ml de TBE 1x y 0.5 pl de BE), con las siguientes condiciones: 70V, 30W,
10mA por 1:30 hrs, se observo en transiluminador UV (BioEpichemicz Darkroom) y se

guardo la foto digital en formato Tiff.

9. Secuenciacion de 10 aislados

El producto de ~826 pb de 10 aislados (2E172, 6E172, 9E172, 17E100, 19E100,
21E100, 7E172, 10E116, 13E121, 25E121) de becerros positivos a Cryptosporidium se
purificé mediante el Kit de purificacién de PCR Microcon de DNA (Merk millipore) y se
sigui6 el protocolo descrito por el fabricante.

Se requirié de 10ng por cada 100pb de ADN, con una pureza de 1.7-2 (absorbancia
260/280). Los productos fueron secuenciados en el Instituto de Biologia de la UNAM.
Los cromatogramas fueron editados con el programa Secuencher V.5.2, (figura 15), se
obtuvo la calidad de las secuencias y las secuencias consenso, posteriormente los 10
aislados fueron alineados con el programa Clustal W (Bioedit, Mega V.6), mediante
BLAST (NCBI) se obtuvo la homologia de secuencias previamente reportadas en el
GenBank con numero de accesion (AF442484, AF108864, AF093496, AF093499,
U11440, AB210854, AF112575, L19068, EF514234, AY954488, KF128755,
AB513881, KM067090, JX515546, EF514234). Finalmente se obtuvo la filogenia
utilizando el programa Mega V. 6, por el método de maxima similitud basado en el
modelo Tamura-Nei. El arbol se dibujé a escala, las longitudes de rama fueron

medidas por el nimero de sustituciones por sitio.

31



Sequencher

File Edit Select Assemble Contig Sequence Yiew ‘Window Help

B contig[7Cry3-4)

48 WN-Cry4_612_21 | BTG GEA o Ry THA G AT AP A GAAC CATAAT T TT TG GTGAC THT TAAR A ACHTET CEGATCA :
4B WP Cry3_B12_06 BEraaaAc THTECEER A TG TG ATATCATTOAAGTTTOTGACCTATCMBC TTTAGAC GETAGGGTATT

[J1J2 fragment bases Izo LIEX] 140 Iso Ieo 170 LIERS] LIEK] 100 | N} lTizo | IFER]
at consensus
position 76
Select Mext
Ambiguous Base =
spacebar

B & 17 Cc & C

Figura 15. Edicidn de la secuencia consenso del aislado 7E172. En la parte superior se muestra una parte de las secuencias F y
R de la secuenciacidn (se observan en diferentes tonos de azul), a continuacidon se observa una parte de 20-130 pb de Ia
secuencia consenso generada utilizando las secuencias anteriores (en negro) y en la parte inferior se observan los
cromatogramas de las primeras secuencias (curvas), que sirven para comparar los nucleotidos.
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10. Resultados

Se obtuvieron muestras de heces de 212 becerros, menores de 3 meses de edad. Las
muestras de heces se procesaron para CPS directo en fresco y tinciones de Kinyou. La

distribucién de los 12 establos muestreados de la Cuenca Lechera se observa en la

figura 16.

Figura 16. Distribuciéon esquematica de los establos muestreados de la Cuenca
Lechera. (1-12 amarillo: primer muestreo, estrella roja: segundo muestreo).
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Las instalaciones de los establos son cominmente con piso de tierra y casetas
individuales, se manejan dos tipos de alimentacién: a) tipo americana, consiste en
leche dos o tres veces al dia y b) tipo europea, que es alimento concentrado, alfalfa
achicalada o heno de avena y agua a libre consumo. En la cuadro 6, se muestran estas

caracteristicas de las instalaciones, (figura 17).

Cuadro 6. Caracteristicas de las instalaciones de los becerros por establo.

Establo No.de Edad de los Observaciones
muestras becerros
1 15 <3 meses Cgsetas indiv_iduales, piso de tierra.
Sin desparasitar.
2 15 <1 mesyde <1 corrales compartidos techados, piso de concreto y cama

2-3 meses de paja. 2-3 meses corral con piso de tierra.
Comederos compartidos con vacas adultas. Sin desparasitar.
Becerros que murieron de diarrea (tx antibioticos)

3 26 <3 meses Corrales compartidos, techados y piso de tierra.
Sin desparasitar. Infestacion por garrapatas.
4 23 <3 meses Casetas individuales, piso de concreto, techadas.
Sin desparasitar.
5 30 <3 meses Casetas individuales o dos becerros, piso de tierra.
Sin desparasitar.
6 11 <3 meses Casetas individuales, piso de tierra. Sin desparasitar.
7 1" <2 meses Casetas individuales, piso de tierra. Sin desparasitar.
8 29 <3 meses Casetas individuales, piso de tierra. Sin desparasitar.
9 16 <3 meses Casetas individuales y piso de tierra. Sin desparasitar.
10 6 <3 meses Casetas individuales y piso de tierra. Sin desparasitar.
1" 15 <3 meses Casetas individuales y piso de tierra. Sin desparasitar.
12 15 <3 meses Casetas individuales y piso de tierra. Sin desparasitar
Total 212
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Figura 17. Instalaciones de becerros en los diferentes establos de la Cuenca Lechera
de Tizayuca, Hidalgo, 2012-2013. E: establo. 1-9: No. De establo. Podemos observar las
diferentes condiciones de los becerros de acuerdo al establo, algunos tienen cama de
paja, en algunos el piso es de tierra, otros becerros comparten corrales y algunos
tienen casetas individuales.
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10.1. Diagnéstico de Cryptosporidium ssp.

Se encontrd al parasito en todos los establos muestreados. En la figura 18, se observan

ooquistes de Cryptosporidium de becerros obtenidos de diferentes establos.

Figura 18. Microfotografias que muestran ooquistes de Cryptosporidium spp de entre
4-6 pm. Microscopio 6ptico 100x. Cada linea de la regleta correspondea 1 pm. 1,5, 9,
10,12, 4: No. de establo.
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10.2 Microscopia electronica de transmisiéon (MET).
Adicionalmente se realizd la identificacion del protozoario por MET (figuras 19 y 20),

de un concentrado de ooquistes de Cryptosporidium spp. de una muestra positiva y el

boton se fijé con glutaraldehido al 2.5%.

Figura 19. Fotografia electrénica de transmision. a) Estructura parasitaria cuyo interior
contiene grandes granulos electrodensos (compatible con granulos de polisacaridos),
estructuras en forma de coma (esporozoitos). Técnica de contraste con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Aumento, 50 000x. Estructuras parasitarias de diversos tamafios, algunas
contienen granulos electrodensos (compatibles con granulos de polisacaridos) (*). Estructura
esférica electrodensa, con doble capa electrodensa y delgada, cuyo interior exhibe material
granular electrodenso (ooquiste) (flecha). Técnica de contraste con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Aumento 30, 000x.

Figura 20. Fotografia electrénica de transmisidn. a-b) Estructuras parasitarias redondas y
ligeramente alargadas, exhiben una fina membrana electrodensa e irregular (flecha). Al
centro muestran grandes espacios electrolicidos (compatibles con granulos de polisacaridos)
(*)- Técnica de contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 30, 000x.

37




10.3 Prevalencia de Cryptosporidium spp.

La frecuencia por muestreo de los establos muestreados se observa en la figura 21, el
primer muestreo tuvo una N= 162 becerros y el segundo muestreo N= 50, los

muestreos fueron significativos con (p=00195).

Frecuencia de Cryptosporidium en los establos muestreados

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 B ‘er muestreo

Bl 2do muestreo
No. de identificacion del establo

Figura 21. Frecuencia de Cryptosporidium spp por muestreo. Programa Statsoft V. 8.
En color verde se muestra la frecuencia en los 12 establos muestreados durante el
primer muestreo, donde se aprecia que los establos 3, 9 y 10 fueron los que tuviron
las frecuencias mas altas; en color rojo se muestra la frecuencia de los 4 establos
nuevamente muestreados en el segundo muestreo, donde se aprecia que el establo 8
fue el que tuvo la frecuencia mas alta.

La prevalencia puntual o tasa de prevalencia fue: TP= 64 becerros positivos/212
becerros muestreados = 0.30188, el factor de multiplicacién es 102 por lo tanto la
prevalencia es igual a 30.19 casos de Criptosporidiosis por cada 100 becerros. La

prevalencia general de ambos muestreos fue de 30.19%.
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Se encontro a Cryptosporidium en todos los establos (figura 22), con una prevalencia
de general de 30.19% en los dos muestreos. Se observé que la prevalencia por establo

fue significativa con (p=0.0027).

Prevalencia por establo

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 22. Prevalencia de Cryptosporidium spp por establo. La mayor prevalencia fue
54.3% del establo 3 y la menor de 6.7% en los establos 11 y 12. Programa Statsoft V. 8.
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Ademas el total de muestras de becerros se agruparon en las cuatro estaciones del
afio, primavera, n= 79; verano, n= 51; otofio, n= 37; invierno, n= 44, (figura 23). Se

observo que la frecuencia por estacion fue significativa con (p=0.0007).

Frecuencia por estacion del aiio
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 23. Frecuencia de Cryptosporidium spp por estacién del afio. Se observo la
mayor frecuencia en primavera con 44.3%.

10.4 Asociacion de Cryptosporidium spp con cuadro clinico en becerros

Se encontraron 64/212 becerros positivos a Cryptosporidium, los animales
muestreados fueron menores de tres meses de edad, en el cuadro 7, se resumen las
caracteristicas de los becerros positivos.. La mayoria de los becerros positivos a
Cryptosporidium tenian entre 30-90 dias y se encontrd un becerro tres dias de edad

infectado. . Hubo 30/64 becerros con diarrea y Cryptosporidium, en promedio los
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animales tenian condiciéon corporal de 2 (estructura obvia), 42/64. Los becerros

también tenian otros parasitos 22/64.

Cuadro 7. Caracteristicas clinicas de los becerros y prevalencia de criptosporidiosis
por establo.

Establo Becerros Diarrea Cond.Corp. Otras Otros parasitos Alimentacion

N (+) afecciones

1 15 2 13.33 60 -
60 -
2 15 2 13.33 5 -
12 Si (c/s)
3 26 14 53.85 90 Si
90 Si
90 -
90 Si
90 -
90 -
90 -
90 Si
60 -
60 -
60 Si
60 Si
60 -
60 -
4 23 8 34.78 30 -
30 -
90 Si
90 Si
60 -
90 -
60
30
5 30 13 43.33 30
30
30
30
30
30
30
30
20
15
60
60
30
90
6 11 1 9.09 60
7 11 2 18.18 22
22
8 29 13 44.83 60
38
38
60
3
8
30
15
30
60
60
60
30
9 16 5 31.25 38
15
8 Si
8 Si (c/s)
22 Si (c/s)
10 6 2 33.33 21 Si
11 15 1 6.67 90 Si
12 15 1 6.67 60 -
Total 212 64 30.19 3-90 30
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D: diarrea, D/S: diarrea con sangre, G: Giardia, Ei: Eimeria, A: americana, E: Europea, Mh: moco en
heces, N: neumonia, 1: condicién severa, 2: estructura obvia, 3: estado ideal.
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10.5 Identificacion de factores de riesgo asociados a la presencia de
Cryptosporidium spp

Se analizaron algunos factores de riesgo (edad, condicién corporal, diarrea, moco en
heces, neumonia, tipo de alimentacion y presencia de otros parasitos) con la presencia
de Cryptosporidium (cuadro 8), para buscar la asociacién causal de la enfermedad en
la Cuenca Lechera de Tizayuca.

Se observo una presencia igual de Cryptosporidium en becerros de <1.5 meses 0 >1.6 <
3 meses, sin embargo no se encontré asociacion significativa con RM 0.97 (IC 95%,
p=0.52). Se formaron 3 grupos para evaluar la condiciéon corporal: 1 (condicion
severa), 2 (estructura obvia) y 3 (estado ideal); condicion de 1 fueron 17 con RM 1.09
(IC95%, p=0.81), condiciéon de 2 fueron 45 con RM 1.03 (IC95%, p=0.91) y de
condicién 3 fueron 2 con RM 0.78 (IC95%, p=0.75), las poblaciones no fueron
homogéneas, siendo la de condicion corporal 2 diferente a las otras, no se encontr6
asociacion significativa para ningun grupo.

Para diarrea, encontramos 30 (46.9%) becerros presentaron diarrea, y 34 (53.1%)
becerros no presentaron diarrea del total de becerros con Cryptosporidium, una RM de
2.84 (IC95%, p=0.0007), se encontrd asociacion altamente significativa. Se observé
también la presencia de moco en heces con RM 2.53 (IC95%, p=0.05), lo que es indica
asociacion significativa.

Para el caso de Neumonia una RM de 0.86 (IC95%, p=0.82), no se observo asociacion
significativa. Se observé que los becerros fueron en su mayoria alimentados con una
dieta tipo europea 45 (70.3%) y tipo americana 19 (28.7%), la RM fue 0.81 (IC95%, p=
0.54), no se encontré asociacion significativa y finalmente se observé la influencia de
otros parasitos donde encontramos 22 (34.4%) becerros positivos a otros parasitos,

con una RM 1.09 (IC95%, p= 0.78) no encontramos asociacion significativa.
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Cuadro 8. Razén de momios o de oportunidad (RM) y probabilidad de las variables.

Factor de Numero Positivos RM (IC 95%) P
Riesgo
Edad (meses)
(=1.5) 105 32 (50.0%)
0.97 (0.54-1.74) 0.9280
(>1.6<3) 107 32 (50.0%)
Condicion
corporal
54 17 (26.6%) 1.09 (0.53-2.22) 0.8105
148 45 (21.22%) 1.03 (0.52-2.07) 0.9167
10 2 (0.94%) 0.78 (0.11-4.13) 0.7594
Diarrea
Con 65 30 (46.9%)
) 2.84 (1.53-5.29) 0.0007
Sin 147 34 (53.1%)
Moco en heces
Con 18 9 (14.1%)
. 2.53 (0.86-7.40) 0.0556
Sin 194 9 (85.9%)
Neumonia
Con 11 3 (4.7%)
) 0.86 (0.17-3.73) 0.8287
Sin 201 8 (95.3%)
Alimentacion
Americana 57 19 (29.7%)
0.81 (0.42-1.56) 0.5452
Europea 155 45 (70.3%)
Otros parasitos
Con 70 22 (34.4%)
i 1.09 (0.56-2.12) 0.7824
Sin 142 42 (65.6%)

10.6 Extraccion de DNA

Se obtuvieron los acidos nucleicos de 50/64 muestras que tenian ooquistes de
Cryptosporidium, se determiné la concentracién ng/pul asi como la pureza
(Absorbancia 260/280= RAT de 1.7-2) mediante espectroscopia y se conservaron a -

20°C.
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10.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada.

En la primera PCR se amplificé un producto de ~ 1700 pb del gen que codifica al 18
SSU rRNA de 11 muestras, (figura 24). En la segunda PCR se amplificé un producto de
~ 824-864 pb de 18 muestras, (figura 25).

2000
1500

1000
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Figura 24. Fotografia de un gel de agarosa al 1%, tefiido con BrE, que muestra la amplificacién de un producto de ~
1700 pb del gen que codifica al 18 SSU rRNA de 11 muestras. M: marcador de 500 pares de bases. Carril 1: muestra
H; carril 2: muestra B; carril 3: muestra 25E121; carril 4: muestra 6E172; carril 5: muestra 24E121; carril 6:
muestra 9E172; carril 7: muestra 17E100; carril 8: muestra 2E172; carril 9: muestra 24E121; carril 10: muestra
19E100; carril 11: muestra 19E100.
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Figura 25. Fotografia de un gel de agarosa al 1%, tefiido con BrE, que muestra la amplificaciéon de un producto de ~
826 pb del gen que codifica al 18 SSU rRNA de 18 muestras. M: marcador de 500 pares de bases. Carril 1: muestra
17E100; carril 2: muestra 6E172; carril 3: muestra 19E100; carril 4: muestra 2E172; carril 5: muestra 25E121;
carril 6: muestra 9E116; carril 7: muestra 10E116; carril 8: muestra 7E172; carril 9: muestra 13E121; carril 10:
muestra 24E100; carril 11: muestra 21E100; carril 12: muestra 24E121; carril 13: muestra 9E172; carril 14:
muestra 1E196; carril 15: muestra 2E196; carril 16: muestra 5E196; carril 17: muestra 7E196; carril 18: muestra
8E196.
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10.8 Restriccion del fragmento de ~ 826 pb con Vspl

El producto de ~ 826 pb de 11 muestras (2E172, 6E172, 9E172, 17E172, 19E100,
21E100, 7E172, 10E116, 13E121 y 1E196 ) se restringié con la enzima Vspl y se
visualiz6 en gel de agarosa al 2%, (figura 26). En todas las muestras el patron
electroforético mostré bandas de ~ 100 y ~ 630 pb., que pueden corresponder a: C.
bovis, C. baileyi, Cryptosporidium sp, C. parvum (bovino A y B), C. parvum, (perro y
cerdo) (Feng et al,, 2007; Xiao et al, 1999, 2000, 2001).

500

300

100 ——

Figura 26. Fotografia de un gel de agarosa al 2%, tefiido con BrE, que muestra el patrén electroforético
(RFLP) de 11 muestras restingidas con la enzima Vspl. M: marcador de 100 pares de bases. Carril 1:
2E172; carril 2: 6E172; carril 3: 9E172; carril 4: 17E100; carril 5:19E100; carril 6: 21E100; carril 7:
7E172; carril 8: 10E116; carril 9: 13E121; carril 10: 25E121; carril 11: 1E196. Las bandas de ~ 70 y ~
150 no son caracteristicas de especie.
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10.9 Restriccion del fragmento de ~ 826 pb con Sspl

El producto de ~ 826 pb de 11 muestras (2E172, 6E172, 9E172, 17E172, 19E100,
21E100, 7E172, 10E116, 13E121 y 1E196 ) se restringié con la enzima Sspl y se
visualiz6 en gel de agarosa al 2%, (figura 27). En la mayoria de las muestras el patrén
electroforético mostré bandas de ~ 110, ~254 y ~ 449 pb, que pueden corresponder a
C. bovis, C. meleagridis, C. wrairi, C. parvum (humano, bovino A, bovino B y perro).

(Feng et al, 2007; Xiao et al, 1999, 2000, 2001).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

500

300 ——

100 —

Figura 27. Fotografia de un gel de agarosa al 2%, tefiido con BrE, que muestra el patrdn electroforético
(RFLP) de 11 muestras restingidas con la enzima Sspl. M: marcador de 100 pares de bases. Carril 1:
2E172; carril 2: 6E172; carril 3: 9E172; carril 4: 17E100; carril 5:19E100; carril 6: 21E100; carril 7:
7E172; carril 8: 10E116; carril 9: 13E121; carril 10: 25E121; carril 11: 1E196.
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10.10 Restriccion del fragmento de ~ 826 pb con Mboll

El producto de ~ 826 pb de 11 muestras (2E172, 6E172, 9E172, 17E172, 19E100,
21E100, 7E172, 10E116, 13E121 y 1E196 ) se restringié con la enzima Mboll y se
visualiz6 en gel de agarosa al 2%, (figura 28). En todas las muestras el patron
electroforético mostr6 bandas de ~ 76, ~162 y 412 pb, que pueden corresponder a C.
bovis. Las muestras 1, 2, 6 y 10 mostraron bandas de atipicas de ~800-900 pb (Feng
etal, 2007; Xiao et al, 1999, 2000, 2001).

900

300

100

Figura 28. Fotografia de un gel de agarosa al 2%, tefiido con BrE, que muestra el patrén electroforético
(RFLP) de 11 muestras restingidas con la enzima Sspl. M: marcador de 100 pares de bases. . Carril 1:
2E172; carril 2: 6E172; carril 3: 9E172; carril 4: 17E100; carril 5:19E100; carril 6: 21E100; carril 7:
7E172; carril 8: 10E116; carril 9: 13E121; carril 10: 25E121; carril 11: 1E196.
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En el cuadro 9 se observan en resumen las especies encontradas de acuerdo a la

restriccion del producto de ~ 826 pb con las enzimas Vspl, Sspl'y Mboll.

Cuadro 9. Especies de Cryptosporidum encontradas por RFLP.

Aislado Vspl Sspl Mboll Especies
encontradas
2E172 ~70,~100, ~175, ~625-630 (A)  ~30, ~100, ~254, ~449 (A)  ~76, ~130, ~412, ~900 (A) C. parvum
C. bovis
6E172 ~70,~100, ~175, ~625-630 (A)  ~30, ~100, ~254, ~449 (A)  ~76, ~130, ~900 (A) C. parvum
C. bovis
9E172 ~70,~100, ~175 (A) ~30, ~100, ~254, ~449 (A)  ~76,~130,~412 (A) C. parvum
C. bovis
17E100 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A)  ~30, ~100 (A) ~76,~130 (A) C. parvum
C. bovis
19E100 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A)  ~100, ~449 (A) ~76, ~850 (A) C. parvum
C. bovis
21E100 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A)  ~100, ~254, ~449 (A) ~76, ~130, ~412, ~900 (A) C. parvum
C. bovis
TE172 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A)  ~30, ~100, ~449 (A) ~76,~130 (A) C. parvum
C. bovis
10E116 ~70,~100, ~175, ~625-630 (A)  ~30, ~100, ~254, ~449 (A)  ~76,~130 (A) C. parvum
C. bovis
13E121 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A) SR ~76,~130 (A) C. parvum
C. bovis
25E121 SR ~30, ~100, ~449 (A) ~76,~130 (A) C. parvum
C. bovis
1E196 ~70, ~100, ~175, ~625-630 (A) SR 76, ~130, ~900 (A) C. parvum
C. bovis
Especies  Cryptosporidium spp Cryptosporidium spp C. parvum
sugestivas C. parvum (bovino A, B; perro C.  parvum  (humano, C. bovis
y cerdo) bovino A, B; ratén, perro y
C. bovis cerdo)
C. baileyi C. bovis
C. meleagridis
C. wrairi

A: gel de agarosa; SR: sin restriccién.
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10.11 Secuenciacion de 10 muestras positivas a Cryptosporidium spp

Para la identificacion especifica de las especies/genotipos, 10 muestras se
secuenciaron, se obtuvo la secuencia consenso con el programa Secuencher V.5.2. Se
realizé la alineacion con el programa Clustal W y se utilizé el BLAST (NCBI) para
buscar la homologia con especies/genotipos de Cryptosporidium registrados en el
GenBank. Las secuencias de nuestras muestras se compararon con: (AF442484,
]X237827, KM225725, HQ179571, KM067090) encontrando una identidad de 98-

100%, (cuadro10), obteniendo los siguientes resultados:

Cuadro 10. Genotipos encontrados con la secuenciacion de los aislados.

Max Query Evalue Identity Especie o genotipo  No.acceso Especie/Aislado

GenBank

2E172 1454 1454 840 98 0.0 98%  C.parvum islote ZD-11 ~ JX237827.1 C. parvum
6E172 1526 1526 890 93 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C. parvum
TE172 1452 1452 856 95 0.0 99%  C. bovis islote | HQ179571.1 C. bovis

9E172 1506 1506 839 99 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C. parvum
10E116 1454 1454 857 99 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C. parvum
13E121 1513 1513 869 96 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C.parvum
25E121 1507 1507 838 98 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C. parvum
17E100 1445 1445 803 100 0.0 99%  C. bovis islote 55 KM067090.1 C. bovis

19E100 1496 1496 843 96 0.0 100% C. bovis islote | HQ179571.1 C. bovis

21E100 1491 1491 851 96 0.0 99%  C. parvum islote jammu  KM225725.1 C. parvum

Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide

Con el programa Bioedit se alinearon nuestras secuencias (cuadro 11), para buscar

cambios en los nucleétidos con relacién a las secuencias reportadas.
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Cuadro 11. Diferencias encontradas en los aislados & secuencias reportadas.

10E116
13E121
25E121
21E100
2E172
6E172
9E172
7E172
17E100
19E100
AF442484.1
KF626381.1
HQ179571.1
HQ179575.1
EF514234.1
JX515546.1
KM067090.1
KM225275.1
HQ009805.1
AF108864.1
AF093491.1
AB513881.1
KF128755.1

205-226 pb
GGGAAGGEGTTTGTATTTATTT
TGGEATAGGGTCGTATTTATT -
GGOAGGGETTTGTATTTATT -
GGOEAGGGEGLTTGTATCTCTC
AGGGGGTTTGTATTTTATT
GEARGGGTTTGTATTTATT -
GAARGGGTTTGTATTTATT -
GTGAGAAGGGAGGTATTTPTC.
TATT-
TGEARAGEGTTGTATTTATT
TACGGAAGGGTTGTATTTATT
BAGGGGTTGTATTTATT
GGAAGGGTTGTATTTATT -
GGAAGGGTTGTATTTATT -
CTTGGAAGGGTTGTATTTATT
GGAAGGGTTGTATTTATT -
GTATTTATT-
TGGRAGGGTTGTATTIATT
TTATT-
TATGGAAGGGTTGTATTIATT
TATGGAAGGGTTGTATTTATT
TATGGAAGGGTTGTATTTATT -
GGARGGGTT GTATTTATT -

300-320 pb
ATATCATTTCATGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
CTATCATTTCAAGTTTC
ATAACATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC
ATATCATT- CAAGTTTC

TG
TG
16
TG
TG
16
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG

505-526 pb
ATAACAATACAGGACTTTT
ATAACARTACAGRACTTTT
ATAACARTACAGRACTTTT
ATAACAATACAGRACTTTT
ATAACAATACAGRACTTTT
ATAACAATACAGRACTTTT
ATAACAATACAGRACTTTT
ATAACAATACAGAACCTTA
ATAACAATACAGAACCTTA
ATAACAATACAGAACCTTA

I
I
I
TG
TG
I
I
(G
(G
G

ATAACARATACAGGACTTTAAATA

ATAACARTACAGGACTTTT
ATAACARTACAGAACCTTA
ATAACARTACAGAACCTTA
ATAACARTACAGAACCTTA
ATAACARTACAGAACCTTA
ATAACARTACAGAACCTTA
ATAACARTACAGGACTTTT
ATAACAATACAGGACTTTT
ATAACAATACAGGACTTTT
ATAACAATACAGGACTTTT
ATAACAATACAGGACTTTT
ATAACARTACAGGACTTTT

TG
CG
(G
(G
(G
(G
I
TG
TG
TG
I
I

669-680 pb
CTGTTA ATAAT
CTGTTA-ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA-ATT-T
CTGTTA-ATT-T
CTGTTA-ATT-T
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATT T
CTGTTA-ATT-T
CTGTTA ATT-T
CTGTTA-ATT-T
CTGTTA ATT T
CTGTTA ATAAT
CTGTTA-ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT
CTGTTA ATAAT

1045-1067 pb
WAGATTACCCGTCGTAGTCCTTTT.

-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT-ACCCGTCGTAGTC - TT
GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TTA
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT
-GAT--ACCGTCGTAGTC - TT

1110-1132 pb
TTCCTTTACTTCCTAT
TTCCTTTACTCCTATA
TTCTTTTACCTCC
TTCTTACTTTCTTTAT
TTCATTTACTCCCGRG
TTC- CTTACTCCCATC
GTCCCTTACTCCTTTA
TTCTTT ACCCCCCTA
TCCCCTTACT
TTCTTTTACCTCACTA
TTCCTT ACTCCTTCA
TTC-TTTACTC
TTCCTT-ACTCCTT
TTCCTT -ACTCCTT
TTCCTT ACTCCTTCA
TTCCTT ACTCCTTCA
TTCCTT ACTCCTTCA
TTC- CTTACTCCTT
TTCCTT-ACTCCTTCA
TTC-CTTACTCCTTCA
TTC-CTTACTCCTTCA
TTC-CTTACTCCTTCA
TTC- CTTACTCCTT

AG
CAGGC

ACARA
GGG
GAAGR

AARCC

TCAAC
GCACC

GCACC
GCACC

GCACC
GCACC
GCACC
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Encontramos los siguientes genotipos (figura 29) por establo genotipificado: en los

establos 3 y 4 genotipo C. parvum, en los establos 5 y 8 genotipos C. parvum y C. bovis.

E
h
‘\
|
_
u

\
il
il
|

l

uooisab| | !‘

- — e 41 i ][”, -
| w M N Mo Mo flo [{eile o te e ts
! § » N z Il'E o |2 % a i ,
i L ’ | | : |
I e | A T N
I Ty y—l. = s e —
I EEEC T LT, T
| T o 1o |1 m A le iln ile r =
g o(gis g ||=af81l8 |88 ‘
EI_ i =i 2 - : 4
I?%: ’E‘_‘ l Lo | iy ‘
& E—— 5] S - S —
e - N ® Cols T a
i l Rg @ ER LR
i — e e { {
I S ——— e
e 1 . -
= 3 IR R
| t H |
LA_JJ_, I| ,.,,llf

Tos
|
’H 3 ‘
|
21 3

E | 1 1 f# N ;: ] ‘}
=y 3|ElE
JC— T [BOGIaEEE
I — [ S
| g ‘ L | b ‘
e T 1 0
T |- R niaposaam
R F D000 &) g0 00 I e o 0 1
l("l\\ﬁ//ﬂ 5 —Trﬁ_’ﬁz{?: —-:—g—?—v — jq:‘ :;'ﬁi;tf -
:;::]\g "w‘; EMEjﬁ E]E é‘é mik‘vﬂjl[p : ’;
kJJJ i =t = | £° gb‘br\ngu_,r 5 I 5
- o oo
b - e ——
g_’é(; 83 v" = g'f?: :L
- 2 ] R
g e

Figura 29. Esquema que muestra la distribucion de los establos muestreados.
(Estrella roja, establos genotipificados y genotipos encontrados)

10.12 Analisis filogenético de las 10 secuencias aisladas de becerros

Se realizé el analisis filogenético de las secuencias problema (aislados) con las
secuencias reportadas, utilizando el programa Mega V. 6, se observo una homologia
de 98-100% dependiendo del aislado (figura 30), con 0.2 sustituciones por sitio. Se
realizé un acercamiento a las ramas filogenéticas, donde se observaron dos nubes

(figuras 31 y 32): una para secuencias parciales de C. parvum y otra para C. bovis.
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Liglack INPAOEI1G

L Lislaclo INP2ZE1T2

Lidacly IMP21E100

Lidaco [MF2SETH

HOO09805.1 ., paraum 185, SF,

kFE26381.1 Crgstogpondium g, ex Hamata flavivertris, SP,
Lidado MP13ETA

AF093496,1 C, pardum grain Human (HFL2), 50,
L didaclo INPAEIT2

Aidadlo IMPGEITZ

EM2252750 T, parvum grain ammu, 5P,
AF0EEA C, pareum grain 01, 50

ABS3EE1 Coparwum isclate: Sakha2, SP,
KF28755.1 C. parvum isalate 2021, SP,
[H1440.4 C.owrairi, 5T,

L4 24840 Cryptosporicium g, 5C

L AEM 0854 canis, SC

LF0E3E2A C felis, S,

JHAEER0A T oryanae izolate 2RV, SP,
EFEA42344 T bowigisolate 944 2007, 5P,

[} Aisladk [MP1SE100

Liglaco IMPTEAT2

Fhigdaclo (NPT E100

HEAT9571.1 Cbovis isclate Hrom China: Jilin, SF,
HT9575.1 C bovisiscate | from Chinas Caging, SP.
JEFa54EA O bovisisolate Vi, P,

EROETOA01 ©, bovisisolate 55, 5P,

L1068, lailewi, 50,

AF0934990 Cosrpentis strain Snake (CSPO), 50
U ABOBEEESA Coardlersoni strain iem, 50,
AvasdEas Coarcersoni, 5T, 7]

GUM20235. Gregaring niphardrodes, SC
EFE0812TA Gregarina polymanla, 5P
FIO028.1 Cyelogpora cayetanersis strain MP20 clore 17 interral rarscribed spacer, 5P,

| LYTT9506,1 Eimeriaterella clore ET10, 5P,

——
a2

Figura 30. Arbol filogenético de aislados de becerros de la Cuenca Lechera de
Tizayuca, en rojo los aislados que corresponden a la especie/genotipo C. parvum y en
verde los aislados que corresponden a la especie/genotipo C. bovis, se observa una
distancia de 0.2 sustituciones por sitio. SP: secuencias parciales, SC: secuencias
completas.
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Aisglack INFAJET1G

| Ajislacks INPZE1T2

Aislaclo INFZ1E100

Aislacho INP25E121

HOO09s05.1 Sl parsum 185, S P,

KFSZ6381.1 Cryptospsoncdiom s, e= Mann ota flavisertris, SP.

Aislaclo INP13E121

AFO93496.1 O, parsum Srain Hoaman (HFLE S, S0,

Adslacls INPOEITZ

—— fislack INPGE1TZ2

KKM225275 1 O pparsum srain Jammua, S P,
] & FOg864.1 T parsum strain 21, 500,

ABS1Z881 .1 Clpparsum isslate : Sakla 212, SP.

KPAI2ZETES A O, parsuam iscdate Z0v11, SP.

L LH1440.1 O, wrain, 50,

Figura 31. Filogenia de los aislados con genotipo C. parvum. Se puede observar que
los aislados INP10E116, INP2E172, INP21E100 y INP25E121 (linea roja) son mas
cercanos a las secuencias HQ009805 y KF626381, mientras que los aislados
INP13E121, INP9E172 y INP6E172 (linea roja) son mas cercanos a las secuencias
AF093496 Y KM225275, se observa una distancia de 0.001 sustituciones por sitio. SP:
secuencias parciales, SC: secuencias completas.

JHA00E801 O ryanaes isslate 2R, S P,
EFS14234.1 . bovis isddate 94-1 2007, 5P,
I.ﬁ.islacl-:- P19 EAQ0

L Aislacls INPTE1TZ

Aislacls INPATEAOOD

Ho179571.1 O bawisisslate | from Chima: Jililg, SP .
HoM79575.1 O bawisisslate HHfram Chira: Cagng, S P.

JES15546 .1 O bawis isolate VE1, S P,

K MOST090.1 O lxowis isolate 55, S P.

iTasy

Figura 32. Filogenia de los aislados con genotipo C. bovis. Se puede observar que los
aislados INP19E100, INP7E172, INP17E100 (linea verde) son mads cercanos a las
secuencias EF514234 Y HQ179571, se observa una distancia de 0.001 sustituciones
por sitio. SP: secuencias parciales, SC: secuencias completas.
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En resumen, se secuenciaron 10 muestras de 4 establos y se encontraron las especies
C. parvum y C. bovis. Los signos clinicos encontrados en los becerros de cada establo
genotipificado se muestran en el cuadro 12. Todos los aislados del establo 8
presentaron diarrea, un becerro tenia 3 dias de edad, tenian una condicién corporal
de 1y 2, el becerro del aislado 7E172 que presento moco en heces fue genotipo C.
bovis, los demas fueron C. parvum. El aislado 10E116 de un becerro del establo 4
presento diarrea, condicion corporal de 1 y otros parasitos, su genotipo fue C. parvum.
En el establo 5 se encontré en los aislados 17E100 y 19E100 el genotipo C. bovis y el
21E100 fue C. parvum, todos fueron menores de tres meses y condicion corporal de 2.
Finalmente en el establo 3 se encontré el genotipo C. parvum en los aislados 13E121 y

25E121, todos menores de tres meses y condicion corporal 2.

Cuadro 12. Asociacién especie/genotipo y cuadro clinico.

Aislados Establo Genotipo Cuadro clinico

2E172 8 C. parvum Becerro de 3 dias, con diarrea y condicion
corporal 2

6E172 C. parvum Becerro menor de 30 dias, con diarrea y condicion
corporal 1

TE172 C. bovis Becerro menor de 60 dias, con diarrea, moco en
heces y condicién corporal de 2

9E172 C. parvum Becerro menor de 60 dias, con diarrea y condicion
corporal 2

10E116 4 C. parvum Becerro menor de 90 dias, con diarrea, condicién
corporal 1y otros parasitos

17E100 5 C. bovis Becerro menor de 30 dias y condicién corporal 2

19E100 C. bovis Becerro menor de 30 dias y condicién corporal 2

21E100 C. parvum Becerro menor de 30 dias y condicién corporal 2

13E121 3 C. parvum Becerro menor de 90 dias y condicién corporal 2

25E121 C. parvum Becerro menor de 90 dias y condicién corporal 2

10 aislados 4 establos C. parvum, C. bovis
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11. DISCUSION

Se analizaron 212 muestras de heces de becerros menores de tres meses de edad, de
12 establos de la Cuenca Lechera de Tizayuca, encontrando el 30.19% (64/212) de
prevalencia de Cryptosporidium spp, (figura 22). Es un resultado importante ya que en
nuestro pais solamente existen cuatro reportes relacionados con la prevalencia de
este parasito en bovinos; particularmente en becerros, en donde se reporta una
prevalencia de 3.7%-12.5%, 37.7% y 75% en los Estados de Veracruz, Guerrero y
Aguascalientes respectivamente, donde se diagnosticé a Cryptosporidium spp y se
buscaron factores de riesgo asociados, solo en un estudio se identifico el genotipo C.

parvum (Cano et al, 2011; Castillo et al,, 2009; Fitz et al, 2011; Romero et al, 2012).

A nivel mundial la prevalencia de esta parasitosis tiene un rango variable del 3.1-75%,
(cuadro 2). Este amplio rango puede deberse a que los estudios publicados que se
realizaron en diferentes zonas geograficas, con historias clinicas de los hatos y
sistemas de explotacién diferentes, también pudo influir el tipo de manejo y la edad

de los animales (Castillo et al, 2009; Muhind et al, 2011; Waldner et al, 2006).

Debido a que por la morfologia de los ooquistes de Cryptosporidium no se puede
identificar las especies, es necesario recurrir a técnicas moleculares. Con la
amplificaciéon de secuencias de genes por la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), los polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP) y secuenciacién de
fragmentos se han podido discriminar a las especies y subtipos (Fayer et al, 2009;

Murakoshi et al,, 2012; Plutzer et al.,, 2009; Xiao et al, 1999).

Nosotros amplificamos una secuencia de ~826 pb el gen 18 SSU rRNA de 10 muestras
y se restringié con las enzimas Vspl, Sspl, Mboll, siguiendo los métodos descritos
(Feng et al, 2007; Xiao et al, 1999, 2000 y 2001): sin embargo, los patrones
electroforéticos mostraron bandas que podrian corresponder a diferentes especies
(cuadro 9), por tal motivo las muestras se secuenciaron. Los ensambles obtenidos se
analizaron y encontramos siete muestras con C. parvum (a. bovino) y tres muestras
con C. bovis (cuadro 10). En la literatura que realizamos solamente existe un reporte

de genotipificacion de muestras de becerros en México, con predominio de C. parvum,
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sin embargo, los autores no describieron a qué variedad correspondian (bovino o
humano)(Castillo et al, 2009). Es muy importante sefialar que ademas encontramos el
genotipo C. bovis y este trabajo es el primer reporte en México de este genotipo en
becerros menores de tres meses. A nivel mundial se ha documentado que los becerros
son comunmente infectados con C. parvum, C. andersoni, C. bovis y C. ryanae (Xiao et

al, 2010). En nuestro caso prevalecieron las especies propias de bovinos.

Encontramos algunos cambios en los nucledtidos de las secuencias parciales
obtenidas (cuadro 11), suponemos que pueden deberse a las variaciones en los
subtipos, pues se ha demostrado que existen diferencias en regiones repetidas y en
regiones no repetidas y estas diferencias categorizan a una secuencia determinada
dentro de un subtipo especifico de cryptosporidium (Xiao et al, 2010), estos cambios
pudieran deberse a mutaciones puntuales en dichas secuencias que bien podrian no
estar afectando el mensaje (Spano et al, 1998). Para entender mas a detalle estas
diferencias son necesarias otras técnicas moleculares: el uso de la glicoproteina gp60
o la tipificacion de multilocus (MLT), tipificacion de secuencias de multilocus (MTSL) y

polimorfismo de nucleétido simple (SNP) (Plutzer et al,, 2009; Xiao et al.,, 2010).

Para esclarecer el potencial zoonético de Cryptosporidium parvum es necesario
realizar la secuenciacion de los aislados positivos utilizando el gen Gp60 que identifica
los subtipos de C. parvum, se ha reportado que en zonas con presencia de subtipos Ila
y IId, como en Espafia, el subtipo Ila infecta preferentemente a becerros y el IId a
corderos y cabritos; o el subtipo Ilc que solo infecta humanos (e Silva et al, 2013;
Plutzer et al,, 2009; Silveras et al, 2010; Xiao et al, 2010), esta documentado que C.
parvum tiene importancia en salud publica, sin embargo no todos los
genotipos/subgenotipos resultan en infecciones zoonéticas (Xiao et al, 2010), por lo
que podemos suponer que la presencia de esta especie/genotipo en la Cuenca es un

riesgo potencial para los becerros y el humano.

A nivel mundial se ha documentado que los becerros son cominmente infectados con
C. parvum, C. andersoni, C. bovis y C. ryanae (Xiao et al, 2010). Algunos estudios

reportan que C. parvum prevalece en becerros predestete (menores a 2 meses), y
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produce hasta el 85% de las infecciones, ademas es el genotipo con mayor potencial
zoonotico (Del coco et al,, 2009; Maikai et al, 2011; Silveras et al,, 2010); mientras que
C. bovis predomina en becerros postdestete (2 meses hasta 2 afios) (e Silva et al,
2013; Feng et al, 2007; Kvac et al, 2011; Xiao et al, 2010). En la Cuenca Lechera de
Tizayuca comunmente el destete es a los tres meses de edad, por tal motivo, en
nuestro estudio todos los becerros eran predestete. Los tres becerros con ooquistes
de Cryptosporidium bovis eran de menos de 60 dias de edad. Nosotros no encontramos
las especies/genotipos C. ryanae y C. andersoni, probablemente porque se ha sugerido

que estos genotipos se encuentran en becerros postdestete (e Silva et al, 2013).

Algunos estudios reportan la presencia de estas especies en becerros C. parvum 18.3%
(137/750) y C. bovis 0.4% (3/750), semejante a lo encontrado en este estudio, donde
se encontré mas a C. parvum que a C. bovis. Se ha documentado que C. parvum
prevalece en becerros predestete (menores a 2 meses), y produce hasta el 85% de las
infecciones, ademas es el genotipo con mayor potencial zoonético (Del coco et al,
2009; Maikai et al, 2011; Silveras et al, 2010); mientras que C. bovis predomina en
becerros postdestete (2 meses hasta 2 afios) (e Silva et al, 2013; Feng et al,, 2007;
Kvac et al, 2011; Xiao et al, 2010). En la Cuenca cominmente se lleva a cabo el
destete hasta los 3 meses; los becerros con genotipo C. bovis son menores de dos
meses (1-90 dias), lo que coincide con otros reportes donde encontraron becerros con
C. bovis desde los siete dias de vida (Kvac et al, 2011; Wang et al, 2011). No se
encontraron las especies/genotipos C. ryanae y C. andersoni, algunos estudios
sugieren que estos genotipos se encuentran en becerros postdestete (e Silva et al,

2013).

Por otro lado, se asociaron los signos clinicos de los becerros con el genotipo
encontrado (cuadro 12). En todos los establos genotipificados se encontré el genotipo
C. parvum 100% (4/4) y solo en dos se encontré el genotipo C. bovis 50% (2/4).
Algunos estudios refieren que los becerros infectados con genotipo C. parvum
presentan signos clinicos, mientras que los infectados con C. bovis son generalmente

asintomaticos (Kvac et al, 2011). Ademas, se ha documentado que los becerros
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neonatos son mas susceptibles a la infeccién y que la presencia de otras afecciones
(metabdlicas o infecciosas) pueden favorecer la presencia del protozoario. (Maikai et

al, 2011; Mubhid et al, 2011).

Nosotros encontramos (4/7) becerros con genotipo C. parvum que presentaron
diarrea, uno de ellos tenia tan solo tres dias de edad. A C. bovis lo encontramos en
(1/3) becerro con diarrea y moco; este hallazgo puede deberse a que el periodo
prepatente para el genotipo C. bovis es de 7-12 dias y este aislado fue de un becerro
menor de 60 dias (Silveras et al, 2010; Wang et al,, 2011). Ademas se ha observado en
becerros infectados experimentalmente que el periodo patente va de 2-7 dias y en
becerros infectados de forma natural va de 3-12 dias (Diaz et al, 2007). Algunos
estudios indican que los becerros infectados con genotipo C. parvum presentan signos
clinicos, mientras que los infectados con C. bovis son generalmente son asintomaticos

(Kvacetal, 2011).

Se analizaron los datos clinicos (diarrea, edad, moco en heces, neumonia,
alimentacidn, otros parasitos) que presentaron los becerros al momento de tomar la
muestra, y se evaluaron como factores de riesgo (RM). Se encontr6 el 30.66%
(65/212) becerros con diarrea al momento de tomar la muestra, de éstos, hubo
relacion de Cryptosporidium spp y diarrea en el 46.9% (30/64), resultados obtenidos
en establos de Brasil encontraron a Cryptosporidium spp en muestras diarreicas
23.5% (4/17) (e Silva et al, 2013). El analisis mostré asociacion significativa con RM
2.84 (IC 95%, p=0.0007), lo que concuerda a lo reportado en becerras de Veracruz
donde encontraron una de RM 7.33 (IC 95%, p=0.05) (Romero et al, 2012), en otro
estudio en Venezuela en becerras de doble propdsito realizaron el analisis de la
relacion entre diarrea e infeccién por Cryptosporidium y este revel6 un riesgo relativo
de 2,51 (IC 95%) con un valor de asociacién de (P<0,001) (Diaz et al, 2007), lo cual
indica una alta asociacién significativa entre infeccién por Cryptosporidiumy la
ocurrencia de diarrea. También hubo asociacién significativa con la variable moco en

heces, con RM de 2.53 (IC 95%, p=0.05). Se ha reportado que la produccién de
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moléculas proinflamatorias (PGE2) estimula la produccién de mucina, por lo que

acompanado del cuadro de diarrea se puede encontrar moco (Del coco et al, 2009).

Los becerros de 0-<1.5 meses de edad fueron 32 (50.0%) y becerros de >1.6 <3 meses
de edad fueron 32 (50.0%), pero no hubo asociacidn significativa, con RM 0.97 (IC
95%, p=0.92). Silva etal, (2013) reportaron el 23.8% en becerros de 0-2 meses de
edady el 26.5% entre 2-6 meses de edad. En cuanto a las otras variables analizadas
no se encontré asociacion significativa. Los resultados son importantes porque existen

pocos estudios que combinan la caracterizacion molecular con los factores de riesgo.

Se identificé a Cryptosporidium en los doce establos muestreados (figura 23), la mayor
frecuencia fue en el establo 3 con una frecuencia de 53.8% y la menor fue en los
establos 11 y 12 con el 6.7% (p=0.0027). El resultado es importante porque en La
Cuenca Lechera los becerros desde temprana edad se estan infectando con este
parasito y puede repercutir en su estado general de los animales. Es necesario
identificar las posibles causas por las que prevalece Cryptosporidium, probablemente
la falta de higiene y el mal manejo. Otro factor que puede favorecer la presencia de
Cryptosporidium spp en becerros de 2 dias en adelante es la contaminacion de la ubre
de la madre o por contaminacion por otras especies ya sea especies domésticas (gatos,
perros, gallinas, conejos) o bien fauna nociva (roedores, palomas, moscas) (Fitz et al,
2013). Es importante mencionar que en otros paises como Brasil, Malassia, Australia
e India también encuentran altos porcentajes de infeccion en los establos (e Silva et

al, 2012; Muhid et al, 2011; Ngetal, 2011; Venu et al, 2012).

Por estaciéon del afo, se encontr6 una mayor frecuencia en primavera 45%
(p=0.0007), seguido de verano 30%, otofio 25% e invierno 10%, (figura 23). Wang et
al. (2011), realizaron un estudio en establos de becerros para conocer la prevalencia
de Cryptosporidium spp. por época del afio en Henan, China donde encontraron que la
época donde mas prevalece el protozoario fue primavera con un 50% y la mas baja en
invierno 17.3% con (p>0.05). Este mismo grupo, en 2013, reportd una prevalencia de
Cryptosporidium spp en aves (gallinas) del 21.8% en otofio y del 6.3%, en invierno

(Wangetal, 2012).
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Finalmente, se proponen varias medidas de control y prevencion de esta parasitosis

en la Cuenca Lechera: alertar a los médicos y encargados de los establos de la

prevalencia de la criptosporidiosis desde temprana edad de los becerros, manejo

adecuado de los animales, cuarentena de animales de nuevo ingreso, tratamientos

antiparasitarios después de la deteccion de la infeccion, tapetes sanitarios, uso de

desinfectantes, limpieza adecuada de los establos y control de fauna nociva.

12. Conclusiones

Se encontraron las especies C. parvum (a. bovino) y C. bovis. La especie
predominante fue C. parvum (a. bovino).

La prevalencia general de Cryptosporidium fue del 30.19%, (64/212).

El 100% de los establos muestreados tenian becerros con Cryptosporidium.

En todas las estaciones del afio se encontraron becerros con ooquistes de
Cryptosporidium, con un predominio en primavera (45%).

Encontramos un becerro infectado a los 3 dias de edad, lo que sugiere que el
periodo de pre-patencia (infeccién-eliminacién de ooquistes) es corto.

Se encontr6 asociacion significativa de la presencia de Cryptosporidium y
diarrea, RM de 2.84 (IC 95%, p=0.0007); de la presencia de Cryptosporidiumy
moco en heces, RM de 2.52 (IC 95%, p=0.05).

La presencia de C. parvum en la Cuenca es un riesgo zoonotico potencial.

13. Perspectivas

Incrementar el nimero de muestras analizadas por métodos moleculares.
Determinar los subtipos de Cryptosporidium parvum utilizando el gen Gp60.
Identificar la incidencia de criptosporidosis en toda la Cuenca Lechera.

Realizar un muestreo a la poblaciéon de seres humanos que trabajan en la
Cuenca Lechera para identificacién y genotipificacion del parasito.

Seguir concientizando a los propietarios y encargados de los establos de la

presencia del parasito.
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15. ANEXO A. TECNICAS DEL LABORATORIO

15.1 Técnica de Sheather (Concentracion/Flotacion)
Objetivo: Concentrar ooquistes de Cryptosporidium.
Fundamento: Mediante un proceso de diferencia de densidades, los ooquistes flotan

en la solucién 1, los desechos se precipita en la solucién I.

Gradientes: Solucién I y Solucién I1

a) En los tubos conicos de 15 ml, se colocaron 4.0 ml de la solucién L.

b) Con una pipeta Pasteur de cuello largo se agregan 2.0 ml de la solucién I1
(deslizandola por las paredes del tubo con cuidado para evitar mezclar y destruir los
gradientes).

c) Se afladieron 500 pul de la muestra con heces y lentamente se desliz6 por la pared
del tubo evitando destruir los gradientes.

d) Se centrifug6 a 3500 rpm (Eppendorf centrifuge 5804), durante 20 min.

e) De cada uno de los tubos se aislaron los anillos superior e inferior y se colocaron en
tubos que contenian agua destilada, se homogeneizaron para romper el gradiente y
para quitarles el exceso de sacarosa. Se centrifugaron a 3000 rpm (Eppendorf
centrifuge 5804) durante 5 minutos.

f) Posteriormente, el sobrenadante se decant6 y el precipitado con los ooquistes se
concentro en un tubo de 15 ml con agua destilada.

g) Se observaron al microscopio a 40x y se almacenaron a 4°C.
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16. ANEXO B: Caracterizacion molecular

16.1 Secuencia completa del gen 18S SU rRNA

Cryptosporidium sp. small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence

LOCUS  AF442484 1752 bp DNA linear INV 05-FEB-2003
DEFINITION Cryptosporidium sp. small subunit ribosomal RNA gene, complete
sequence.

ACCESSION AF442484
VERSION AF442484.1 GIl:16945958
KEYWORDS
SOURCE  Cryptosporidium sp.
ORGANISM Cryptosporidium sp.
Eukaryota; Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eucoccidiorida; Eimeriorina; Cryptosporidiidae; Cryptosporidium.
REFERENCE 1 (bases 1to 1752)
AUTHORS da Silva,A.J., Caccio,S., Williams,C., Won,K.Y., Nace,E.K.,
Whittier,C., Pieniazek,N.J. and Eberhard,M.L.
TITLE  Molecular and morphologic characterization of a Cryptosporidium
genotype identified in lemurs
JOURNAL Vet. Parasitol. 111 (4), 297-307 (2003)
PUBMED 12559709
REFERENCE 2 (bases 11to 1752)
AUTHORS da Silva,A.J., Caccio,S.M., Williams,C., Won,K.Y., Nace,E.K.,
Whittier,C., Pieniazek,N.J. and Eberhard,M.L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (01-NOV-2001) Division of Parasitic Diseases, CDC, 4700
Buford Highway NE, Atlanta, GA 30341-3724, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1752
/organism="Cryptosporidium sp."
/mol_type="genomic DNA"
/host="Propithecus verreauxi coquereli"
/db_xref="taxon:90962"
rRNA 1..1752
/product="small subunit ribosomal RNA"
primer_bind  1..21
/note="CryptoF"
misc_difference 184
/note="unresolved C/T with 4 sequenced isolates"
primer_bind complement(1726..1752)
/note="CryptoR"
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ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

aacctggttg
aagtataagc
tgataatctt
accyaacttt
ataataactt
ctttagacgg
gattccggag
aattacccaa
agttttgtaa
gtctggtgcc
ttaaaaagct
atatagtatt
aaaattagag
agatttttat
ggcatttgta
gaaagcattt
atcagatacc
ttactccttc
caaggctgaa
aatttgactc
tagctctttce
tgtctggtta
taatttttta
aataacaggt
ccatcaagta
tggggataga
tcagcttgcg
gaatgatccg
taaaccttat
gaaggatcaa

atcctgccag
ttttatacgg
ttacttacat
acggaagggt
tacggatcac
tagggtattg
agggagcctg
tcctaataca
ttggaatgag
agcagccgceg
cgtagttgga
aacataattc
tgcttaaagc
cttttttatt
tttaacagtc
gccaaggatg
gtcgtagtct
agcaccttat
acttaaagga
aacacgggaa
ttgattctat
attccgttaa
tttgtcttct
ctgtgatgcc
tatattcctg
tcattgcaat
ctgattacgt
gtgaattatt
catttagagg

gc

tagtcatatg
ttaaactgcg
ggataaccgt
tgtatttatt
atttatatgt
gcctaccgtg
agaaacggct
gggaggtagt
ttaagtataa
gtaattccag
tttctgttaa
atattactat
aggcattagce
ggttctaaga
agaggtgaaa
ttttcattaa
taaccataaa
gagaaatcaa
attgacggaa
aactcaccag
gggtggtggt
cgaacgagac
tagagggact
cttagatgtc
tttcgaagga
tattgatctt
ccctgecectt
cggaccatac
aaggagaagt

cttgtctcaa
aatggctcat
ggtaattcta
agat aaagaa
gacatatcat
gcaatgacgg
accacatcta
gacaagaaat
acccctttac
ctccaatagc
taatttatat
attttatagt
cttgaatact
taaaaataat
ttcttagatt
tcaagaacga
ctatgccaac
agtttttggg
gggcaccacc
gtccagacat
gcatggccgt
cttaacctgc
ttgtatgttt
ctgggcegeg
aatgggtaat
gaacgaggaa
tgtacacacc
tttgtagcaa
cgtaacaagg

agattaagcc
tataacagtt
gagct aat ac
ccaatttaat
tcaagtttct
gtaacgggga
aggaaggcag
aacaatacag
aagtatcaat
gtatattaaa
ataatatttt
atatgaaatt
ccagcatgga
gat taat agg
tgttaaagac
aagttagggg
tagagattgg
ttctgggggyg
aggagtggag
aggaaggatt
tcttagttgg
taaatagaca
aatacaggga
cgcgcgcetac
cttttgaata
ttcctagtaa
gccegteget
tacatgtaag
tttcegtagg

atgcatgtct
atagtttact
at gcggaaag
ttggtgattc
gacctatcag
attagggttc
caggcgcgcea
gactttaaat
tggagggcaa
gttgttgcag
attaatattt
ttactttgag
ataatataaa
gacagttggg
aaactagtgc
atcgaagacg
aggttgttcc
agtatggtcg
cctgcggcett
gacagattga
tggagtgatt
taagaaatat
agttttaggc
actgatgcat
tgcatcgtga
gcgcaagtca
cctaccgatt
gaaagtttcg
tgaacctgca
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16.2 Secuencias consenso de los aislados
AISLADO 2E172

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 37.

Sequencher - [Contig[2Cry3-4)]
[E] File Edit Select Assemble Contig Sequence View Window Help

B
- |||
Tl o Tose T o Voo o
00_20114-03-28
2014-08-28_280214

T T IR |
1 14 760 231

Figura 33. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 2E172

TTTGTATTTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGAGTCATAATAACT
TTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCA
GCTTTTTAACGGGGGTATGGGCCAACCGTGGCAATGCCGGGTAACG
GGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGACGAACCGGCTACCACAT
CTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGA
GGTAGTGACAAGAAATAAAAATCAGGACCTTTTTGTTTTTTAAATTGGA
ATAATTTAAATATAACCCCTTTTCAAGTTATAAATGGAGGGGAATGCTG
GGGGCCGGAGGCCGCGGAATTCCAGGTCCAATTGGCTATAATAAAGT
TTTTGGAAGTTAAAACGTTGAAAATGGAATTCGTTTAATTATTTTTTATA
AAATATTTTAATAATATTTTATTTATATTAACATAATTTATATTACTATATATT
TTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC
ATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTTATCTTT
CTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGC
AATTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAA
ACTAATGCGAAAGCATTTGCCCAGGGATGTTTTCATTAATCAAGAACG
AAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTCGTCTTAACCAT
AAACTATGCCAACTAGAGATTGGAGGTTGTTCATTTACTCCC
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AISLADO 6E172

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 38.

Sequencher - [Contig[0002]]
[E] File Edit Select Assemble Cortig Sequence Wiew Window Help

B+l Bases f summa f ot I options N Find [ Getinio [ Retigner
BA-CrdR_C0Q_2014.08-28_280814

Figura 34. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 6E172

GGAAGGGTTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGACTCATAATAA
CTTTACGGATCACATTAAATGTGACATAACATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTT
TAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAG
GGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAG
GCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAA
ATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCC
TTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC
CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATT
CATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTA
AAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTTATC
TTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATT
TGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGC
GAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAGAT
TGGAGGTTGTTCCTTACTCCCATCGAAGATTGGGGGAGGGGAGGTGTTTTCC
TTTTTTAAAAAGAGAGTCGCCCCT
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AISLADO 7E172

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 39.

Sequencher - [Contig[0006]]
[E] File Edi Select Assemble Sequence Wew Window Hel

=)
Contig Winds b _g %
Do Lo e s e[

______________________ M7N-Cryd G12_21 -
! MTN-Cr3 B12 06

Figura 35. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 7E172

CTCTGTGGTGGTGTGAGAAGGGAGGTATTTATCAGATAAAGAACCAATATTTTT
GGTGACTCTTAAAAACTTTTCCCATGACATTATGTGACATATCATTCAAGTTTCT
GACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTA
ACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCA
CATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGG
TAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTT
AAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGC
TCGTAGTTAATCTTCTGTTAATTTTTATATATAATATCACGATATTTATATAATATTAA
CATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGC
TTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAGGATTTTT
ATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTTGGGGG
CATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAC
TGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
ATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGA
GATTGGAGGTTGTTCTTTACCCCCCTAAAACCCGCAAGGAGGG
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AISLADO 9E172

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 40.

Sequencher - [Contig[0003]]
[l File Edit Select  Assemble Sequence YWiew Window Help

=)
Corkig find -8 X
[DEmEn e e e e

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 9A-Cryd_FOT_18 =
94-Crd_DO7_10

640’

Figura 36. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 9E172

GAAAGGGTTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGACTCATAATAA
CTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTT
TAGAGGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGAGAATTAG
GGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAG
GCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAA
ATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCC
TTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC
CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATT
CATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTA
AAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTTATC
TTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATT
TGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGC
GAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAAACCATAAACTATGCCAACTAGAGA
TTGGGAGGTTGTCCCTTACTCCTTTA
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AISLADO 17E100

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 41.

Figura 37. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 17E100

TATTAGATAAAGAACCAATATTTTTGGTGACTCATAATAATTTTCCGGACAATTAT
GTCACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGC
CTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTAC
CCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACG
GTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAG
GGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
AAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTAATTTTTATATATAAT
ATCACGATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGAAACTT
TACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGC
ATGGAATAATATTAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATG
ATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTT
AGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
ACCATAAACTATGCCAACTAGAGATTGGAGGTTGTCCCCTTACT
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AISLADO 19E100

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 42.

Sequencher - [Contig[0004]]
[l File Edit Select  Assemble Sequence YWiew Window Help

Contig
N+l Bases lf summayll son  options

Figura 38. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 19E100

GCCCTTGGAAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATTTTTGGTGACTC
ATAATAACTTTACGGATCACATTATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCA
GCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAA
TTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGG
AAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAA
GAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAAC
CCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTA
ATCTTCTGTTAATTTTTATATATAATATCACGATATTTATATAATATTAACATAATTCA
TATTACTTTTTAGTATATGAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCA
GGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAGGATTTTTATTCTTCT
TATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTAT
TTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAG
CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGA
CGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAGATTGGAG
GTTGTTCTTTTACCTCACTATCAACCCAGGG
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AISLADO 21E100

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 43.

Sequencher - [Contig[0005]]
[l File Edit Select  Assemble Sequence YWiew Window Help

Contig
N+l Bases lf summayll son  options

Figura 39. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 21E100

TGTTGTGGGAGGGGGGTTGTATCTCTCAGATAAAGAACCTATATAATTGGTGA
CTCATAATAACTGTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGAC
CTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACG
GGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATC
TAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGT
GACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGT
ATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCG
TAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATATAATAT
TAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTA
GAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAA
GATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACA
AACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
AGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCA
ACTAGAGATTGGAGGTTGTTCTTACTTTCTTTATACAAA
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AISLADO 13E121

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 44.

Sequencher - [Contig[0008]]
[=] File Edit Select Assemble Contig Sequence View Window Help

B+l Bases f summay ot I options B Find [ Getifo [ Rediigner

Figura 40. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 13E100

CCAGCCCCTCTCCGTGGGATAGGGTCGTATTTATTAGATAAAGAACCCAATATA
ATTGGTGACTCATAATAACTTTACGGATCACATAAAATGTGACATATCATTCAAG
TTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGAC
GGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGC
TACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGG
GAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATG
AGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAA
AAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTA
TATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAG
AAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAA
TATTAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGG
ACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTA
AAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACG
AAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACT
ATGCCAACTAGAGATTGGAGGTTGTTCCTTTACTCCTATACAGGCGGGGGCG
GG
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AISLADO 25E121

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 45.

Sequencher - [Contig[0010]]
[l File Edit Select  Assemble Sequence YWiew Window Help

= | 0

Corkig Wind - 8 X

[DEmEnER e EmemEn
15

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N-CrydR_DD9_2014.03-28_280214 et

Figura 41. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 25E121

GGGAGGGGTTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATAATTGGTGACTCATAATA
ACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCT
TTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTA
GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAA
GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGA
AATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCC
CTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT
CCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGA
TTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAAT
TCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTT
AAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTTAT
CTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCA
TTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATG
CGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGGA
TCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCAACTAGAG
ATTGGAGGTTGTTCTTTTACCTCC
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AISLADO 10E116

Se alinearon las secuencias forward y reverse del aislado para obtener la secuencia

consenso, la linea verde indica el lugar donde se alinean, figuras 46.

Sequencher - [Contig[0007]]
=] File Edit Select Assemble Sequence YWiew Window Help

Contig
N+l sases f summayll sen  Options

Figura 42. Alineacion de las secuencias.

A continuacién se muestran los nucle6tidos que contiene la secuencia consenso del

aislado:

>Conting 10E116

TGTGGGAAGGGGTTTGTATTTATTTAGATAAAGAACCAATATAATTTGGTGACTC
ATAATAACTTTACGGATCACATTAAATGTGACATATCATTTCATGTTTCTGACCTA
ATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGG
GGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCT
AAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTG
ACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTAT
AAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTA
GTTGGATTTCTGTTAATAATTTATATAAAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTA
ACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGA
GTGCTTAAAGCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAAGA
[TTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTTGG
GGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAA
CTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAG
GGGATCGAAGACGATCAAGATTACCCGTCGTAGTCCTTTTAACCATAAACTAC
GCCGCAACTAGAGATTGGAGGTTGTTCCTTTACTTCCTATAG
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17. ANEXO C: Preparacion de soluciones

1. Solucion salina fosfatos (PBS) 200ml

Reactivo Cantidad (g)

NaCl 16

KCl1 0.4
Na;HPOy 1.2
KHPOy 0.38

Se mezclaron las sales en una vaso de precipitado y se aforaron a 200 ml.

3. Solucion salina isotonica

Reactivo Cantidad (g)
Cloruro de sodio 8.5
H,O 1000 ml
4. Lugol parasitoldgico
Reactivo Cantidad (g)
Yoduro de potasio 10
Yoduro cristaloide 5
H>0 90 ml

a) Solucion concentrada: se disolvieron 10 g de yoduro de potasio y 5 g de yodo
cristaloide por agitacion constante en 90 ml de agua destilada, posteriormente se
aforaron a 100 ml y almacen6 en un frasco ambar hasta su uso.

b) Solucién de trabajo: se mezclaron volimenes iguales 1:1 de la solucién concentrada
y agua destilada. (Nota, se sugiere evitar los frascos goteros por que el lugol los

destruye, utilizar goteros especiales con tap6on esmerilado).
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6. Solucion Concentrada de Sacarosa (Sheather)

Reactivo Cantidad (g)
Sacarosa 500
Fenol 5
Agua destilada 320 ml

En un vaso de precipitados se coloco el agua, se adiciono la sacarosa lentamente y con
agitacion continua (agitador magnético). Al llegar al punto de saturacidn se agrego el
fenol y el resto de la sacarosa. Se vaci6 a un frasco de vidrio con tapon de rosca, se

etiquetd y se almacen6 a 4°C hasta su uso.

7. Amortiguador de fosfatos (0.025M)

Reactivo Cantidad (g)
Fosfato de sodio monobasico 1.72
Fosfato de sodio dibésico 1.77
Agua destilada 400 ml

En un vaso de pp se colocaron 400 ml de agua, se adicionaron los fosfatos, se

disolvieron por agitaciéon continua y se ajust6 a pH 7.0. Se afor6 a 500 ml.

8. Amortiguador de fosfatos (0.025M) y Tween 80 (1%)

Reactivo Cantidad (ml)
Tween 80% 1
Amortiguador de fosfatos 99
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Se mezclaron las soluciones (se agité con cuidado, debido a que el Tween es un
detergente). Se vaci6 en un frasco de vidrio con tapén de rosca, se etiquet6 y almacen6

a 4°C hasta su uso.

9. Solucion I de Sheather (Mas densa) Solucion II de Sheather
Sol. A 50 ml. Sol A 50 ml.
Solucién C 100 ml. Sol C 200 ml.

10. Amortiguador tris boratos con sal disddica del acido etilendiamina
tetraacético (TBE) 20X. 1000 ml

Reactivos Cantidad (g)
Tris base 121.0
Acido bérico 61.7

EDTA-Na2*2H20(20.0 mM) 7.44

H,O desionizada 1000.0 ml

Los reactivos se disolvieron en 800 ml de agua desionizada, se afor6 a 1000 ml y se

almacené a temperatura ambiente.

11. Amortiguador TE (Tris/EDTA) 100 ml

Reactivo Cantidad
EDTA-Na2*2H20 93.05¢g
H,0 desionizada Aforar a 500 ml

El EDTA se vaci6 en un vaso de 600 ml, se agregaron 300 ml de agua, se ajusto6 el pH a

8.0 con NaOH 10 M, se afor6 a 500 ml y se esterilizo por autoclave.
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12.RNAsa A

Reactivo Cantidad

RNAsa A 10.0 mg
TE 1.0 ml

La RNAsa A se disolvié en 1.0 ml de TE, se aclicuoté en 10 partes iguales (100.0 ul) y

se almacend a -202 C hasta su uso.

13. Solucion de Bromuro de Etidio (BrE) 10 mg/ml.

Reactivo Cantidad
Bromuro de etidio 50.0 mg
Agua desionizada esterilizada 5.0 ml

Se mezclé el bromuro con el agua, se depositd en un frasco de color ambar y se
almacen¢ a 42 C hasta su uso.

Este reactivo se utilizé para visualizar acidos nucleicos (DNA y RNA) ya que emite
fluorescencia cuando se excita con una longitud de onda de 250 a 310 nm. Se manejo
con guantes y se evité la inhalacién, ya que es un reactivo altamente mutagénico y

produce dafio irreversible.

14. Gel de agarosa al 1%

Reactivo Cantidad

Agarosa 300 mg
TBE 30.0 ml
BrE 0.5l
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El molde para hacer el mini gel se sell6 en los dos extremos laterales con cinta
adhesiva (permacel) y se colocé el peine formador de pozos.

En un matraz de 100.0 ml se afiadi6é la agarosa y el amortiguador TBE, se fundié la
agarosa, se agrego el BrE, se mezcl6 evitando la formacion de burbujas y se vacié al

molde en un ambiente de 42 C para que gelifique.

15. Proteinasa K

Reactivo Cantidad

Proteinasa K 10.0 mg
TE 1.0 ml

La proteinasa K se disolvié en 1.0 ml de TE, se alicuoté en 10 partes (100.0 ml) y se

almaceno a -20°C hasta su uso.
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