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INTRODUCCION

Cryptosporidium sp. es un protozoo parasito que infecta a una
gran variedad de vertebrados hospedadores. La especie C.
parvum es el principal agente etiolégico de la criptosporidiosis y
representa una de las principales causas de diarrea neonatal
bovina, ademas de ser potencialmente zoondtico. La via de
transmisién es fecal-oral, siendo el ooquiste, eliminado por las
heces, el elemento infectante. El estudio longitudinal y la
caracterizacion molecular permiten la evaluacion de la dinamica
de la infeccion, las causantes especies y subespecies, y su
potencial zoonético. En el presente trabajo se colectaron
muestras fecales de terneros de un brote en un tambo durante
diferentes etapas en sus primeros meses de vida con el
objetivo de determinar la dinamica de infeccion y las especies y
subtipos involucrados mediante técnicas moleculares.
MATERIAL Y METODOS:

Once terneros fueron muestreados cada dos semanas durante
el primer mes y luego mensualmente hasta el décimo mes. Las
muestras fueron diagnosticadas por microscopia utilizando la
tincion de Ziehl-Neelsen modificada. De las muestras positivas
se aislaron ooquistes mediante la técnica de flotacién con
sacarosa. Se realizé la ruptura de ooquistes mediante un
procedimiento de lisis alcalina sumado a diez ciclos de
congelado-descongelado. La extraccion de ADN se realizé
mediante el kit QlAamp DNA Stool (Qiagen). Para la
determinacion de la especie se utilizé la técnica de PCR-RFLP.
Para ello se amplificé por PCR una regién polimorfica del gen
SSU rDNA con los primers P2Fy P2R". En los casos donde no
se obtuvo amplificacion por PCR convencional se realizd una
PCR anidada (nPCR). En la primera amplificacion, se utilizaron
los primers P1Fy P1R'y en la segunda, se usaron P2F y P2R".
Los amplicones finales fueron de aproximadamente 840 pb y
fueron digeridos con las enzimas Mboll y Sspl para detectar los
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP).
El patrén de bandas fue visualizado por UV en un gel de
agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio. Para la
subgenotipificacion de C. parvum se amplifico la region
polimérfica del gen GP60 utilizando los primers AL31F y
AL35R?. Los amplicones generados (aproximadamente 880 pb)
fueron sometidos a secuenciacién directa. Las secuencias
nucleotidicas fueron editadas con el programa Vector NTI 8.0
para determinar el subtipo en base a la cantidad y tipo de
repeticiones (TCA,TCG y ACATCA) de la region hipervariable.
Adicionalmente, las secuencias nucleotidicias fueron alineadas
con secuencias de referencia depositadas en la base de datos
GenBank.

RESULTADOS:

El nimero de animales infectados comparado con los animales
estudiados en cada periodo fue 10 de 11 (91%), 3 de 4 (75%),
8 de 11 (73%), 3 de 10 (30%), 0 de 7 (0%), 1 de 3 (33%), 2 de
7 (29%), 1 de 4 (25%), 1 de 6 (17%), 1 de 11 (9%) para la
primera quincena, segunda quincena, segundo mes, tercer
mes, cuarto mes, quinto mes, sexto mes, séptimo mes, noveno
mes y décimo mes, respectivamente. Todos los terneros
estuvieron infectados en al menos un periodo de determinacién
resultando en una tasa de infeccion acumulada de 100%.
Todos los terneros comenzaron a excretar ooquistes entre el
dia 7 y el 13, a excepciéon de uno que comenzo el dia 34. El
pico maximo de excrecion ocurrid entre el dia 10 y el 16
correspondiendo con la edad de terneros determinado en un
trabajo previo de nuestro grupoa. Se pudieron amplificar 21 de
las 33 muestras diagnosticadas positivamente por microscopia
(64%) y ninguna con un diagnéstico negativo. Todas las
muestras amplificadas mostraron un patrén de bandas
concordante con el de C. parvum’ y provenian de terneros del
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primer mes de vida® a excepcién de una muestra perteneciente
al segundo mes. Las nueve muestras diagnosticadas como
positivas a C. parvum, pertenecientes a terneros diferentes,
mostraron el subgenotipo 11aA20G1R1, indicando que se trata
de un solo brote.

DISCUSION:

El elevado porcentaje de infeccién encontrado concuerda con
la mayoria de los reportes en otras partes del mundo®, los
cuales ademas establecen que la especie C. parvum es
predominante en el primer mes de vida. Como en estudios
anteriores de nuestro grupo de trabajo no se encontraron otras
especies’. Si bien es posible que C. parvum sea la Unica
especie infectante, los métodos de subgenotipificacion basados
en PCR tienden a ser insensibles a variantes minoritarias
presentes en infecciones mixtas*. No obstante, es necesario
continuar y profundizar los estudios, ya sea aumentando el
numero de terneros en estudio o bien mejorando la sensibilidad
en la deteccion. Por otro lado, el subtipo encontrado,
11aA20G1R1, ha sido previamente reportado en humanos®, por
lo cual se recomienda adoptar medidas preventivas al tomar
contacto con terneros menores de un mes de vida, dada,
ademas, la alta infeccion hallada.
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