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COWRP: Cryptosporidium oocyst wall protein (proteina de la pared

del ooquiste de Cryptosporidium)
dNTPs: desoxinucledsidos trifosfatos
ELISA: enzimoinmunoensayo

HSP70: heat shock protein (proteina del shock térmico de 70
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ml: mililitro
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MO: microscopio dptico
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nPCR: nested-PCR (PCR anidada)
NTC: no template control

OR: odds ratio

pb: pares de base

PCR: polymerase chain reaction (reaccidon en cadena de la

polimerasa)

RFLP: Restriction fragment length polymorphism (Polimorfismo de

longitud de fragmentos de restriccidn)

SSU-rRNA: Small subunit ribosomal ribonucleic acid (sub-unidad

menor del ARN ribosémico)
TBE: tris-borato-EDTA

Tl: tasa de infeccion

pl: microlitro

KHm: micrometro

KM: micromol

ZNM: Ziehl-Neelsen-modificado.
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TITULO: CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE

Cryptosporidium spp. DE CERDOS EN ARGENTINA

PALABRAS CLAVES

Cryptosporidium spp., lechones, ooquistes, microscopia, nested-PCR,

secuenciacion.

RESUMEN

Cryptosporidium spp., protozoos parasitos de distribucién mundial, afectan a
una amplia variedad de hospedadores vertebrados incluido el hombre,
ocasionando importantes brotes transmitidos generalmente por el agua vy
causando desde infecciones asintomaticas hasta severos cuadros intestinales.
La cryptosporidiosis en cerdos es causada por diferentes especies o genotipos
de Cryptosporidium, sin embargo, C. suis y C. scrofarum son consideradas como
las especies especificas de los porcinos. Cryptosporidium suis, ha sido
identificada en todas las edades/categorias, siendo mas frecuente en lechones
lactantes, mientras que C. scrofarum aparenta ser especifico de los lechones
destetados, mayores a 4 semanas de vida. Ambas especies han sido reportadas
también en infecciones en humanos. Actualmente la informacién acerca de la

infeccion por Cryptosporidium spp. en cerdos en Sudamérica es muy escasa.



En este trabajo el muestreo se llevd a cabo en 13 granjas porcinas de manejo
intensivo, distribuidas en la zona de cria mads relevante del pais. Un total de 520
muestras individuales (n= 40 por granja) fueron obtenidas de lechones de 1°¢,
292, 3¢ry 4% semana de edad (n= 130 de cada semana). El diagndstico de
Cryptosporidium spp. se realizé mediante microscopia dptica y por técnicas
moleculares. La genotipificacion de las muestras con estructuras compatibles
con ooquistes de Cryptosporidium spp. se realizé siguiendo protocolos de
nested-PCR género-especifica y especie-especifica que tienen como target
fragmentos del gen 18S ARNr y por secuenciaciéon. Se encontraron
Cryptosporidium spp. en 47/520 (9%) muestras de materia fecal por microscopia
Optica, y fueron detectadas en 11/13 (85%) granjas, con una prevalencia entre
0y 17,5%. La identificacién de ooquistes de Cryptosporidium spp. se asocié con
la presencia de diarrea (p=0,0116 /OR=2,62; IC=1,22-2,62) y con la particidon de
tipo reja (p= 0,0018 /OR= 3,23; IC= 1,50-3,23) en los corrales del sector
maternidad. El resto de las variables analizadas no presentaron asociacion con
el resultado positivo a la microscopia (p>0,05). En el sector de recria ninguna
variable presentd asociacion al diagndstico positivo. La proporcidon de muestras
positivas al microscopio no estuvo asociada con la edad en semanas de los
lechones. Un total de 15/47 (32% de las muestras con estructuras compatibles
con ooquistes) resultaron positivas por la nested-PCR género y especie-
especifica. La PCR especie-especifica, asi como la secuenciacion mostraron la

presencia de C. suis, C. scrofarum y ambas especies en 3, 8 y 4 muestras de



materia fecal, respectivamente. La proporcién de muestras positivas para cada
PCR especifica fue similar entre las edades de los lechones, siendo la proporcién
de C. suis ligeramente mas alta en lechones de cuarta semana. La prevalencia
obtenida por medio de la coloracién y microscopia fue baja a moderada vy
ampliamente distribuida en la zona principal de cria de cerdos en Argentina. El
uso de herramientas moleculares permitié confirmar la presencia de C. suis 'y C.
scrofarum en cerdos de Argentina, ambas con potencial zoondtico, por lo que
deberian considerarse la eliminaciéon apropiada de los residuos fecales para

evitar la contaminacion ambiental.

TITLE: MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Cryptosporidium spp.

ISOLATES FROM PIGS IN ARGENTINA

KEYWORDS

Cryptosporidium spp., piglets, oocysts, microscopy, nested-PCR, sequencing.

ABSTRACT

Cryptosporidium spp. are protozoan parasites with a worldwide distribution

infecting a wide variety of vertebrate hosts including humans, producing



important water-borne outbreaks and causing from asymptomatic infections to
severe intestinal symptoms. Cryptosporidiosis in pigs is caused by different
Cryptosporidium species or genotypes, however C. suis and C. scrofarum are
considered as the porcine specific species. Cryptosporidium suis infects all age
categories, being detected more frequently in pigs younger than 5 weeks-old,
whereas C. scrofarum appears to be specific for post weaning piglets, older than
4 weeks of age. Currently, there is scarce information on Cryptosporidium spp.
infection in pigs in South America.

In this work, the sampling was carried out in 13 intensively managed pig farms,
distributed in the most relevant breeding area of the country. A total of 520
individual fecal samples were obtained from piglets of 15¢, 2", 3t and 4t week
of age. Cryptosporidium spp. diagnosis was conducted by microscopy and
molecular techniques. Genotyping from samples with Cryptosporidium-like
oocysts at microscopy was performed by genus-specific and species-specific
nested-PCR protocols targeting 18S rRNA gene fragments and sequencing.
Cryptosporidium spp. were found in 47/520 (9%) fecal samples by microscopy
and it was detected in 11/13 (85%) farms, with a farm prevalence between 0
and 17.5%. The presence of Cryptosporidium oocyst was associated with
diarrhea (p=0,0116 /OR=2,62; IC= 1,22-2,62) and grill partition (p= 0,0018 /OR=
3,23; IC= 1,50-3,23) in the nursery. The rest of the variables analyzed did not
show an association with the positive microscopy result (p>0,05). In the sector

of recently weaned piglets, no variable was associated with a positive diagnosis.



The proportion of microscopy positive samples was not associated with the
piglets’ ages. A total of 15/47 (32% of samples with oocysts compatible
structures) resulted positive by genus and species-specific nested PCRs. Species-
specific PCR and sequencing showed the presence of C. suis, C. scrofarum and
both species in 3, 8 and 4 samples, respectively. The proportion of positive
samples on each specific PCR was similar among piglets’ ages, being C. suis
proportion slightly higher in fourth-week piglets. The prevalence obtained by
staining and microscopy was low to moderate and was widely distributed in the
main pig husbandry area from Argentina. The use of molecular tools allowed
the confirmation of C. suis and C. scrofarum infection in Argentinean pigs, both
with zoonotic potential, for which the appropriate disposal of fecal waste should

be considered to avoid environmental contamination.



1. INTRODUCCION

Las Cryptosporidium spp. son protozoarios de distribucion mundial que
pertenecen al phylum Apicomplexa y parasitan a una gran variedad de
hospedadores vertebrados como anfibios, aves, peces, reptiles y mamiferos,

incluido el hombre (Fayer, 2010).

1.1. HISTORIA

Ernest Edward Tyzzer fue el primero en describir este género (Cryptosporidium=
esporocistos “ocultos”). Reconoce la especie Cryptosporidium muris en
glandulas gastricas de un ratén de laboratorio (Tyzzer, 1907). Mas tarde, realiza
una descripcion mas completa del ciclo bioldgico (Tyzzer, 1910); vy
posteriormente, refiere una segunda especie, también a partir de un ratén de
laboratorio, con localizacion en intestino delgado al que denomind
Cryptosporidium parvum por ser de menor tamano que el anterior (Tyzzer,
1912). Seguido a estos primeros descubrimientos, transcurrié un periodo de
tiempo de aproximadamente 50 afos en el cual estos protozoos fueron
confundidos frecuentemente con otros, especialmente con los del género
Sarcocystis debido a que sus esporocistos contienen 4 esporozoitos, al igual que
los ooquistes del género Cryptosporidium. Luego del reconocimiento de las
verdaderas diferencias entre los géneros Cryptosporidium y Sarcocystis, se
aplico el concepto erréneo de especificidad estricta de hospedador (Pellérdy,

1965). Esto llevd al nombramiento de especies como C. agni en ovejas, C.



anserinum en gansos, C. bovis en terneros, C. cuniculus en conejos, C. garnhami
en humanos y C. rhesi en monos (Barker y Carbonell, 1974; Bird, 1981; Inman y
Takeuchi, 1979; Levine, 1980; Proctor y Kemp, 1974). Estudios posteriores de
transmisidon cruzada demostraron que aislamientos del género Cryptosporidium
a partir de diferentes animales podian transmitirse con frecuencia de una
especie huésped a otra, motivo por el cual comenzé a nombrarse C. parvum a
la mayoria de estas nuevas especies en lugar de basarse en el origen de la
especie animal. Sin embargo, varias especies del género, como C. meleagridis
en pavos, C. wrairi en cerdos de Guinea y C. felis en gatos, se mantuvieron a
causa de las diferencias bioldgicas encontradas entre éstas y las previamente
reconocidas como C. parvum y C. muris. Posteriormente, se nombraron otras
especies como C. baileyi en aves y C. saurophilum en lagartos, todos basados en
diferencias bioldgicas con respecto a las especies antes mencionadas. Mas
recientemente, la caracterizacién molecular ha ayudado a aclarar cuestiones de
taxonomia y a validar la existencia de una diversidad de especies en cada clase
de vertebrados. Como resultado, muchas especies nuevas de Cryptosporidium
se fueron nombrando. Por lo tanto, C. andersoni del ganado bovino, C. canis de
los perros, C. hominis de los humanos y C. molnari de los peces fueron
establecidos mediante el uso de multiples parametros que incluian no solo la
morfologia sino también el desarrollo bioldgico, la especificidad por el

hospedador, la histopatologia, y/o la biologia molecular (Xiao y col., 2004).



1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacién taxonédmica cldsica propuesta por Current y Garcia (1991) se

muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Cryptosporidium spp.

Clasificacion

Nombre

Caracteristicas bioldgicas

Phylum

Apicomplexa

Las formas invasivas tienen un
complejo apical con anillos
polares, roptrias, micronemas

y microtubulos subpeliculares

Clase

Sporozoasida

Locomocion de las formas
invasivas por deslizamiento,

por flexiéon u ondulacién

Subclase

Coccidiasina

El complejo apical presenta
conoide. Ciclo bioldgico con
merogonia, gametogonia vy

esporogonia

Orden

Eucoccidiorida

Produccion de ooquistes.

Hospedadores vertebrados

Suborden

Eimeriorina

Desarrollo de macro vy

microgametas, haploides.




Familia Cryptosporidiidae Ciclo de vida homoxeno (un
solo hospedador) con
desarrollo dentro de la célula
hospedadora. Ooquistes sin
esporocistos y con 4
esporozoitos. Microgametas

sin flagelos.

La clasificacién taxondmica y el nombramiento de las especies de
Cryptosporidium, estd experimentando un cambio rdpido a medida que se
publica informacién nueva basada principalmente en datos moleculares (Fayer,
2004). Durante mucho tiempo se relacioné al género Cryptosporidium con los
coccidios, parasitos importantes en medicina humana y veterinaria, debido a
fuertes similitudes morfolégicas a lo largo del ciclo de vida y la presencia de
genes especificos de mitocondrias (Riordan et al., 1999). Sin embargo, no se ha
demostrado que C. parvum posea una organela similar a la mitocondria (Tetley
et al., 1998) como presentan los coccidios clasicos. Los estudios moleculares
sugieren que el género Cryptosporidium puede estar mas estrechamente
relacionado con los gregarinidos (Carreno et al., 1999), y el hallazgo de etapas
del ciclo bioldgico similares a estos, respalda esta sugerencia (Hijjawi et al.,
2002). Con el uso de las herramientas moleculares, el nUmero de especies ha

aumentado exponencialmente, la mayoria descripta en base a las diferencias
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genéticas y ocurrencia en el hospedador. En la mayoria de los casos los
caracteres morfoldgicos para describir especies de Cryptosporidium son
minimos (Slapeta, 2013). La revision mas reciente enumerd 30 especies, pero
ademas de las especies reconocidas como resultado de estudios en humanos y
animales domeésticos, hay evidencia creciente de numerosos genotipos
identificados en la vida silvestre y en muestras del ambiente (Appelbee et al.,
2005; Oates et al., 2012; Slapeta, 2013). El resumen actualizado de las especies

de Cryptosporidium se puede observar en la tabla 2.

Tabla 2. Especies de Cryptosporidium (Modificado de Slapeta, 2013).

Numero Nombre de la especie Hospedadores Potencial
correlativo zoondtico
de especie

[ C. muris (Tyzzer, Mamiferos/aves Si
1907)

Il C. parvum (Tyzzer, Mamiferos Si
1912)

i C. meleagridis (Slavin, Mamiferos/aves Si

1955) syn. C. tyzzeri

(Levine, 1961)



\

Vi

Vil

Xl

Xl

X

C. wrairi (Vetterling et
al, 1971)

C. agni (Barkery
Carbonell, 1974)
C. bovis (Barker y
Carbonell, 1974)

C. cuniculus (Inmany
Takeuchi, 1979)

C. felis (Iseki, 1979)
C. serpentis (Levine,
1980)

C. nasoris (Hoover et
al, 1981)

C. baileyi (Current et
al, 1986)

C. varanii (Pavlasek et
al, 1995)
syn. C. saurophilum
(Koudela y Modry’,
1998)

C. cichlidis (Papernay

Vilenkin, 1996)

Mamiferos

Mamiferos

Mamiferos

Mamiferos

Mamiferos

Reptiles/mamiferos

Peces

Aves

Reptiles

Peces

No

No

No

Si

Si

No

No

No

No

No
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XV

XV

XVI

XVII

XVl

XIX

XX

XXI

XX

C. reichenbachklinkei
(Papernay Vilenkin,
1996)

C. galli (Pavlasek,
1999)

C. andersoni (Lindsay
et, 2000)

C. canis (Fayer et al,
2001)

C. hominis (Morgan et
al, 2002)

C. molnari (Alvarez-
Pellitero y Sitja-
Bobadilla, 2002)
C. suis (Ryan et al,
2004)

C. scophthalmi
(Alvarez-Pellitero et
al, 2004)

C. pestis (Slapeta,

2006)

Peces

Aves

Mamiferos

Mamiferos

Mamiferos

Peces

Mamiferos

Peces

Mamiferos

No

No

Si

Si

Si

No

Si

No

Si
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XXIII

XXIV

XXV

XXVI

XXVII

XXVII

XXIX

XXX

C. fayeri (Ryan et al,
2008)

C. ryanae (Fayer et al,
2008)

C. fragile (Jirku et al,
2008)

C. macropodum
(Power y Ryan, 2008)
C. ducismarci
(Traversa, 2010)

C. ubiquitum (Fayer et
al, 2010)

C. viatorum (Elwin et
al, 2012)

C. scrofarum (Kvac et

al, 2013)

Mamiferos

Mamiferos

Anfibios

Mamiferos

Reptiles

Mamiferos

Mamiferos

Mamiferos

13

Si

No

No

No

No

Si

Si

Si

Numero correlativo de especie: el orden se corresponde con las descripciones

originales.
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1.3. MORFOLOGIA

El género Cryptosporidium comprende organismos que se desarrollan vy
multiplican en las células epiteliales de los aparatos digestivo y respiratorio de
vertebrados (Fayer y Ungar, 1986).

Zoitos: Una vez que el esporozoito ingresa a la célula, recibe el nombre de zoito.
Son formas intracelulares, esféricas y miden de 2 a 2,5 um de didmetro. Estos,
al igual que los demas estadios intracelulares, se encuentran dentro de una
vacuola parasitéfora rodeada de una membrana originada por la célula
hospedadora. La vacuola parasitéfora presenta una localizacién intracelular,
pero extracitoplasmatica. En la interfase entre la célula hospedadora y el
parasito se puede observar una zona electrodensa que corresponde a una
“organela de alimentacién” o “zona de fijacion” (figura 1).

Ooquiste: Entre los coccidios, el género Cryptosporidium presenta los ooquistes
mas pequefios. Son de forma esférica a ovoide y miden de 4,5 x 5 um (C.
parvum) a 5,6 x 7,4 um (C. muris). Cada ooquiste esporulado contiene 4
esporozoitos libres (sin esporocistos) y un cuerpo residual compuesto por
numerosos granulos pequefios, pueden presentar paredes gruesas o delgadas.
El ooquiste de pared gruesa, es aquel que se elimina con las heces, presenta una
pared lisa e incolora con un espesor de 50 nm. aproximadamente. El ooquiste
de pared delgada, presenta una pared fina la cual se rompe facilmente

permitiendo la liberacidon de los esporozoitos responsables de la autoinfeccién.
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Esporozoitos: Generalmente tienen forma de media luna con el extremo
anterior ligeramente puntiagudo, en el cual se encuentra el complejo apical, y
el extremo posterior redondeado. Cada esporozoito contiene un nucleo

prominente en el tercio posterior del soma celular.

Meronte: Estado multinucleado que se origina a partir de la multiplicacion del
nucleo en el zoito. Miden de 4 a 5 um de diametro. Se reconocen dos tipos de
merontes, el de tipo |, aparece primero en el ciclo biolégico y contiene 8

merozoitos; y el de tipo I, con 4 merozoitos (figura 2).

Merozoitos: Con forma de media luna, presentan un nucleo vesicular, reticulo
endoplasmatico y numerosos granulos. Al igual que otros coccidios presentan
en el extremo anterior un “complejo apical” formado por conoide, anillo polar,
roptrias y micronemas. Este complejo permite la adhesion y penetracién a la
célula hospedadora, con la formacidon de un ambiente intracelular adecuado
para el desarrollo del parasito. Los merozoitos de Cryptosporidium spp. no
poseen mitocondrias ni microporos. Los merozoitos pueden evolucionar a
micro o macrogamontes.

Microgametas: A partir del microgamonte, un estado de vida corta, se originan
14 a 16 microgametas. Miden 0,95 x 0,4 um. Presentan forma ahusada, con el
extremo apical romo, contienen nucleo y mitocondria desarrollada. No tienen
flagelo como en el caso de otros coccidios.

Macrogametas: Los estadios tempranos no se pueden distinguir de los zoitos.

Los estadios tardios se caracterizan por la presencia de dos tipos de granulos, los
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granulos densos “formadores de pared” en la periferia y los granulos de

polisacaridos (amilopectina) en la parte basal.

Figura 1. Zoito de Cryptosporidium spp. en un cultivo celular. Micrografia

electrdnica de transmision (15700 X) (Modificado de Fayer, 1986)

NUCLEO

ORGANELA DE
ALIMENTACION

CELULA HOSPEDADORA
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Figura 2. Meronte tipo | y tipo Il. Micrografia electrdnica de barrido (12000 X)

(Modificado de Fayer, 1986)

MERONTE TIPO | (7 MERONTE TIPO Il (Los
merozoitos visibles) 4 merozoitos visibles)
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1.4. CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. es directo o monoxeno, es decir que
todas sus fases ocurren en el mismo hospedador. Cuando los ooquistes son
ingeridos por un hospedador adecuado se abren a lo largo de una linea de
sutura preexistente, liberando los cuatro esporozoitos que invaden el borde de
las microvellosidades de las glandulas gastricas de mamiferos y aves (C. muris;
Tyzzer, 1907, 1910) o la segunda mitad del intestino delgado de mamiferos (C.
parvum; Tyzzer, 1912). En aves y mamiferos, C. meleagridis (Slavin, 1955), se
encuentra asociado a infecciones intestinales, mientras que una especie mas
virulenta, C. baileyi (Current et al., 1986), se ha asociado a infecciones del tracto

respiratorio en aves.

En la fase de desenquistamiento los factores que mas influyen son Ia
temperatura corporal (en torno a los 37° C), las sales biliares y posiblemente la
tripsina. Una vez liberados, los esporozoitos alcanzan el borde luminal de los
enterocitos mediante movimientos de contraccidon-extensién y deslizamiento.
Alli se invaginan siendo englobados por la membrana de la célula hospedadora
gue encapsula al zoito formando una vacuola parasitéfora. Durante la fase de
division asexual o “merogonia” se forman los merozoitos. El meronte de tipo |,
es el primero en aparecer y origina 8 merozoitos, puede generar nuevas
merogonias de primera generacion o formar merontes tipo I, en los cuales se

originan 4 merozoitos. La mayoria de los merozoitos tipo Il que ingresan en la
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célula hospedadora van a formar macrogametos mientras que solo unos pocos
forman microgamontes, que contienen 16 microgametos en su interior. A esta
fase se la denomina “gametogonia” o divisién sexual. Los microgametos
carentes de flagelo, se dirigen hacia los macrogametos siguiendo el flujo
intestinal o mediante la contraccion y extension de los microtubulos
intracitoplasmaticos con el fin de realizar la fecundacién, dando como resultado
una célula huevo o cigoto, que al rodearse de pared recibe el nombre de
ooquiste. La ultima fase del ciclo, llamada “esporogonia” tiene como
consecuencia la formacion de 4 esporozoitos, con la particularidad de estar
libres dentro del ooquiste, el cual pasa a ser un ooquiste esporulado o maduro.
Esta etapa de esporulacién ocurre en el interior de la célula hospedadora. La
mayoria de los ooquistes son eliminados con las heces, presentan una pared
gruesa por lo tanto representan las formas de resistencia en el ambiente y son
los responsables de la transmisidon entre los hospedadores. Una pequeia
proporcion (el 20% aproximadamente) de los ooquistes se rodean de pared fina
y son los responsables de la autoinfeccién (Ortega Mora et al., 1999). La pared
se rompe facilmente tras la liberacién de la célula hospedadora y los
esporozoitos penetran en las células epiteliales adyacentes dando inicio al ciclo
enddgeno. El periodo de prepatencia, es decir el tiempo que transcurre desde
gue el ooquiste es ingerido hasta que nuevos ooquistes se eliminan con la
materia fecal es de 3 a 7 dias aproximadamente. Las etapas del ciclo de vida

estan esquematizadas en la figura 3 (Current y Garcia, 1991).
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Figura 3. Ciclo bioldégico de Cryptosporidium spp. (Modificado de Current y
Garcia, 1991)
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1.5. SALUD PUBLICA

El primer caso de cryptosporidiosis en humanos fue reportado en 1976 en
Estados Unidos, en un nifio de 3 afos de edad, con enterocolitis aguda
autolimitante, el cual fue diagnosticado por biopsia rectal (Nime et al., 1976).
Durante la década del 80, infecciones crdnicas con altas tasas de mortalidad
identificadas en pacientes con HIV/SIDA, llevaron a la inclusion de la
cryptosporidiosis como una enfermedad “marcadora” de este sindrome

(O’Donoghue, 1995). La importancia de la cryptosporidiosis en la salud publica
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se hizo evidente cuando Cryptosporidium sp. fue reconocido como una causa
comun de diarrea aguda en individuos inmunocompetentes (Tzipori et al.,
1983). Los principales signos de la cryptosporidiosis en los seres humanos, son
diarrea acuosa que puede ser profusa y prolongada, dolor abdominal y a veces
nauseas y vomitos. Ocasionalmente pueden ocurrir signos inespecificos como
mialgia, debilidad, malestar general, dolor de cabeza y anorexia (Current y
Garcia, 1991). La gravedad, persistencia y el resultado final de la infeccién
dependen de una variedad de caracteristicas propias del parasito y de factores
del hospedador, como el estado inmune y la frecuencia de exposicion al parasito
(Meinhardt et al., 1996). Una infeccién con Cryptosporidium spp. puede variar
desde una eliminacién asintomatica de ooquistes hasta una severa enfermedad
gue puede ocasionar la muerte. Los individuos inmunocompetentes pueden
presentar una enfermedad autolimitante con una duracién de hasta 2 o 3
semanas, sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos, la
cryptosporidiosis puede representar una enfermedad critica con sintomas
persistentes que conducen a la deshidrataciéon y emaciacion (O’Donoghue,
1995) y se asocia con tasas significativas de mortalidad (Manabe et al., 1998).
En estos pacientes ademds se puede observar manifestaciones atipicas tales
como enfermedad gastrointestinal atipica, enfermedad del tracto

biliar/respiratorio y pancreatitis (Hunter y Nichols, 2002).
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La prevalencia estimada de Cryptosporidium en personas con diarrea es de 1 a
3% en paises desarrollados y alrededor del 10% en paises en vias de desarrollo
(Del Coco y Cérdoba, 2016).

La via directa fecal/oral es probablemente la forma de transmision mas comun
para Cryptosporidium spp., ya sea por transmisidén zoondtica o directamente
entre personas (FAO, 2014). Los brotes asociados a la transmisién por fuentes
de agua han sido un problema importante en la epidemiologia de la
cryptosporidiosis en todo el mundo y representan una alta carga financiera para
los servicios publicos de agua en los paises desarrollados. Se ha demostrado que
el problema se ve exacerbado a causa de los biofilms, que actian como
reservorios de Cryptosporidium spp., en los cuales los ooquistes pueden quedar
atrapados y posteriormente ser liberados en el suministro de agua (Thompson
et al., 2016). En las ultimas décadas, se informaron a nivel mundial, mas de 45
brotes de cryptosporidiosis asociados al agua (Caccio y Pozio, 2006). El brote de
cryptosporidiosis ocurrido en el afio 1993 en Milwakee, Estados Unidos, ha sido
reconocido como uno de los mds importantes en relacion al consumo de agua
contaminada afectando a mas de 400.000 personas (Mac Kenzie et al., 1994).
En Argentina, la presencia del pardsito en aguas subterrdneas de
abastecimiento poblacional y en aguas de superficie fue constatada en la
provincia de Santa Fe, por Abramovich y col. (1996, 2001). La transmisién
indirecta, donde la infeccion es el resultado de la vehiculizacién de ooquistes en

forma mecanica por moscas u otros animales como perros o ganado, o por la
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contaminacién de alimentos, plantea una amenaza significativa (Thompson vy
Smith, 2011). Se considera que el riesgo de infeccidn es mayor en los ambientes
rurales que en las dreas urbanas, presumiblemente a causa de un incremento
en la oportunidad de transmisidon tanto directa como indirecta, asociado a
deficiencias en el saneamiento y a un mayor contacto con animales silvestres y
domésticos que actuan como reservorio de la infeccion. La mala higiene es un
factor crucial para favorecer la transmision de protozoos entéricos como
Cryptosporidium spp. La transmisién por alimentos, como resultado de las
practicas agricolas y la higiene deficiente por parte de los manipuladores de
alimentos o dentro de los hogares, son responsables de un numero significativo
de infecciones por Cryptosporidium sp. (FAO, 2014; Thompson y Smith, 2011).
Sin embargo, vincular la infeccidon a una fuente de alimentos contaminados a
menudo es dificil de determinar. Los datos preliminares obtenidos a partir de
una revision de la literatura, informes publicados y notificaciones de ocurrencia
de Cryptosporidium spp., sugieren que el nimero de casos transmitidos por
alimentos es de hasta 6 millones al afio en la regidn del Mediterraneo Oriental
y hasta 27 millones en Africa (Thompson y Smith, 2011).

Aunqgue se han identificado varias especies en humanos, Cryptosporidium
hominis y C. parvum representan mas del 90% de los casos de cryptosporidiosis
(Caccio, 2005). El cuadro clinico causado por C. hominis en individuos HIV/SIDA,
asi como en nifios, se asocid con diarrea, nduseas, vomitos y malestar general,

mientras que C. parvum, y otras especies como C. meleagridis, C. canis y C. felis
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fueron asociadas Unicamente con diarrea (Cama et al., 2007, 2008). Ademas, la
infeccidn por C. hominis se asocié con secuelas no intestinales como dolor
articular, ocular, dolor de cabeza recurrente y fatiga (Hunter et al., 2004). En el
afio 2002, C. suis fue identificado en Perd, en un paciente de 24 afios con
HIV/SIDA (Xiao et al., 2002). Mas tarde, se diagnosticé en pacientes con
HIV/SIDA en Perq, en el 2007 (Cama et al., 2007) y en China en el 2013 (Wang
et al., 2013). Cryptosporidium suis ha sido identificado también en pacientes con
enfermedad del tracto digestivo en el Reino Unido y Madagascar (Leoni et al.,
2006; Bodager et al., 2014) Cryptosporidium scrofarum se diagnosticé en un
paciente humano inmunocompetente de 29 aifos de edad con cuadro de diarrea

(Kvac et al., 2009).

1.6. DIAGNOSTICO

Los principales métodos de diagndstico se basan en la deteccidon de estadios
parasitarios, principalmente ooquistes en muestras de tejidos o materia fecal.
Antes de 1980 el diagndstico de la cryptosporidiosis humana se basaba en la
identificacion de estructuras correspondientes a las distintas etapas del ciclo
biolégico de Cryptosporidium spp. en cortes histologicos de la mucosa del
intestino delgado y ocasionalmente del recto. Con la tincidon estandar de

hematoxilina-eosina, Cryptosporidium spp. toman la coloraciéon basofila. Las
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tinciones especiales para tejidos no resultaron ser mas eficientes (Fayer y Ungar,
1986). El uso del microscopio electronico permitié la observacion de detalles
celulares y fue utilizado frecuentemente para la confirmacion (Dobbins et al.,
1985). El diagndstico “no invasivo” fue reportado por primera vez en 1978 en
terneros (Pohlenz et al., 1978) y en 1980 en humanos (Tzipori et al., 1980) a
partir de la deteccidn de ooquistes en extendidos fecales tefiidos con Giemsa.
Posteriormente, numerosas técnicas de concentracién para materia fecal y
tincidon de ooquistes fueron aplicadas para la deteccidon de Cryptosporidium
spp., pero con un pobre consenso para determinar el método mas satisfactorio
(Fayer y Ungar, 1986). La concentracion de la muestra de heces adquiere mayor
importancia en infecciones con bajo numero de ooquistes o en estudios
epidemioldgicos (Holten-Anderson et al., 1984). Las técnicas de concentracién
para materia fecal incluyen las de flotacion con solucién azucarada de Sheather,
sulfato de zinc al 33% o cloruro de sodio al 36% y las técnicas de sedimentacion
como Ritchie modificado con solucién de formol-sal (Fayer y Ungar, 1986). La
solucién de Sheather permite el reconocimiento de los ooquistes, pero éstos
pierden su forma esférica caracteristica luego de 15 minutos (McNabb et al.,
1985). Se han aplicado una amplia variedad de técnicas de tincidn para detectar
ooquistes de Cryptosporidium spp., de las cuales las mas utilizadas han sido las
técnicas modificadas acido-resistentes, como Ziehl-Neelsen modificado, que
diferencian los ooquistes tenidos de color rojo (Henricksen y Pohlenz, 1981) y

las tinciones con dimetil sulféxido-carbol fucsina (Bronsdon, 1984). Las
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coloraciones fluorescentes como naranja de acridina o auramina-rodamina
también han sido utilizadas para detectar Cryptosporidium spp., sin embargo,
éstas no permiten visualizar los detalles de los ooquistes (Casemore et al.,
1984). Los ensayos de inmunofluorescencia directa se utilizan en determinados
laboratorios, pero no para el diagndstico clinico a gran escala (Sterling y
Arrowood, 1986). Las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y ELISA han
sido utilizadas para la deteccion de anticuerpos humorales contra
Cryptosporidium spp. (Casemore et al., 1985; Ungar et al., 1986). En estudios
seroldgicos se puede detectar IgG anti-Cryptosporidium especifica en mas del
50% de las personas en las que se desconoce la infeccidn, lo que sugiere que es
comun el contacto con el parasito en algin momento de la vida (Koch et al.,
1984). Los hallazgos son similares en muchas otras especies animales (Tzipori y
Campbell, 1981). En el laboratorio clinico, ya sea que se trate de muestras de
humanos, animales domésticos o silvestres, sigue habiendo una necesidad de
contar con herramientas de diagndstico rapidas, sensibles y especificas que
puedan guiar a la terapia adecuada (Fletcher et al., 2012). Se destaca, entre las
pruebas rapidas, la inmunocromatografia, para la deteccion de antigenos
fecales a partir de muestras concentradas o no concentradas (Atias, 1998). Los
métodos actuales de laboratorio que se basan en el examen microscépico de
muestras fecales para detectar ooquistes de Cryptosporidium spp. han
mostrado la dificultad de distinguir el parasito de otros componentes fecales de

tamarfio y forma similares como levaduras y algas, asi como la variabilidad de
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resultados entre los laboratorios (Thompson et al., 2016). La microscopia no
puede diferenciar los ooquistes de las distintas especies/genotipos de
Cryptosporidium ya que son morfoldgicamente indistinguibles en términos de
tamafio (Smith et al.,, 2007). Por lo tanto, los procedimientos moleculares
basados en PCR, han dominado la investigacion sobre el diagndstico y la
deteccion de Cryptosporidium spp. durante los Ultimos 25 afios, ya que
proporcionan informacion sobre el genotipo o la especie de Cryptosporidium
presente en una muestra clinica o ambiental (Smith et al., 2006; Thompson y
Ash, 2015). El diagndstico molecular por técnicas de PCR ha demostrado tener
particular importancia en las investigaciones epidemioldgicas al proporcionar
informacién sobre la fuente de infeccion y el significado para la salud publica de
los aislamientos identificados (Caccio et al., 2005), aumentando la comprensién
de las posibles rutas de transmisidn entre el ambiente y los animales tanto de
compaiia como el ganado (Fayer et al., 2000). También ha permitido la
identificacion de “nuevos” genotipos y la posterior descripcion de nuevas
especies y sus respectivos hospedadores (Slapeta, 2013; Xiao y Fayer, 2008).
Otros genes como el de la proteina del shock térmico de 70 kDA (HSP70) o el de
la proteina de la pared del ooquiste de Cryptosporidium (COWP) son utilizados
como genes adicionales para la genotipificacion. La glicoproteina de 60 kDA se
utiliza comunmente para obtener un mayor grado de discriminacion
filogenética de especies y genotipos para relacionar con las posibles rutas de

transmisién (Lymbery y Thompson, 2011).
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1.7. CONTROL Y PREVENCION DE LA CRYPTOSPORIDIOSIS

El ooquiste de Cryptosporidium puede permanecer infectante en condiciones
frescas y humedas durante muchos meses. Estudios de laboratorio intentaron
evaluar los efectos del calor, el frio, la radiacion ultravioleta y la desecacién en
la supervivencia de los ooquistes (Fayer, 2004). Por ejemplo, ooquistes de
Cryptosporidium parvum suspendidos en agua desionizada a 0°C, 5°C, 10°C,
15°C y 20°C permanecieron infectantes para ratones luego de 6 meses. Los
mantenidos a 25°C y 30°C resultaron infectantes luego de 3 meses y aquellos
mantenidos a 35°C permanecieron infectantes solo por 1 semana (Fayer et al.,
1998). Los ooquistes también sobreviven en agua de mar por largos periodos de
tiempo. Pueden permanecer viables por mas de 35 dias a 4°C en agua marina a
la oscuridad (Robertson et al., 1992). Los ooquistes entran en contacto con
muchos tipos de suelo. Un estudio demostrd que la proporcion de ooquistes de
C. parvum potencialmente infectantes expuestos al suelo y a materia fecal de
bovino en tres granjas, disminuia mas rdpidamente que los controles expuestos
a buffer o agua mantenidas a las mismas temperaturas (Jenkins et al., 1999).

Después de muchos afios de investigacidon sobre estrategias y drogas para el
tratamiento y control de la cryptosporidiosis, no hay productos aprobados que
sean consistentemente efectivos tanto para animales como humanos. Algunos
reducen la multiplicacidn del parasito, otros han mostrado cierta eficacia solo
en modelos animales y otros no resultaron eficaces. A pesar de conocer la

importancia de lainmunidad celular y los intentos para identificar antigenos que
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estimulen una respuesta inmune protectora, ninguna inmunoterapia o vacuna
ha sido aprobada para el tratamiento y control de la cryptosporidiosis humana
o animal (Fayer, 2004).

Se ha probado la eficacia de muchos desinfectantes quimicos contra los
ooquistes de Cryptosporidium spp. Los mas efectivos y toxicos han sido los
compuestos de bajo peso molecular que incluyen amoniaco, dxido de etileno,
bromuro de metilo y ozono (Fayer et al., 1997). El cloro, efectivo contra muchos
microorganismos, afecta lentamente a Cryptosporidium spp., incluso a altas
concentraciones, en instalaciones y piscinas tienen poco o ningln impacto en la
viabilidad de los ooquistes (Carpenter et al., 1999). Del mismo modo, se
descubrié que la floculacidn con alumbre tal como la utiliza la industria del agua,
no tiene ningun impacto sobre la viabilidad de los ooquistes y las altas
concentraciones de cal o sulfato férrico reducen significativamente la viabilidad
del ooquiste solo a niveles altos de pH durante un tiempo prolongado
(Robertson et al., 1992). Se han realizado muchos estudios sobre estrategias de
desinfeccién vy filtracién para el agua potable (Rose et al., 1997). El ozono y la
luz ultravioleta han demostrado ser eficaces en la desinfeccién de ooquistes en
instalaciones de tratamiento de agua (Clancy et al., 2000; Kanjo et al., 2000;
Rose et al., 1997). El tratamiento con productos quimicos combinados como el
cloro y la monocloramina o el ozono y la monocloramina ha demostrado una

mayor desinfeccidn que la exposicion a un solo producto quimico (Fayer, 2004).
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1.8. CRYPTOSPORIDIOSIS EN DIFERENTES ANIMALES. SITUACION

EN ARGENTINA

La prevalencia y detecciéon de la cryptosporidiosis en animales varia de acuerdo
a la especie estudiada. En Argentina, La primera deteccién de este pardsito se
realizé en un ternero con diarrea neonatal a partir de un estudio histopatoldgico
(Odeon y Magnasco, 1983). Posteriormente se observd la presencia de
ooquistes en muestras de materia fecal y se asocié la presencia de
Cryptosporidium spp. con el complejo de diarrea neonatal en terneros
(Bellinzoni et al., 1990). En la ciudad de La Plata y areas rurales de influencia se
ha evaluado la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en materia fecal
de mamiferos del zooldgico y bovinos, con una prevalencia de 42,5% en
terneros (Pezzani et al., 2001). Venturini et al., en 2006, llevaron a cabo un
estudio en animales domésticos y monos de un zoolégico de la provincia de
Buenos Aires, comprobando la presencia de infecciones por Cryptosporidium
Spp. en perros, ovinos, equinos, cobayos, gatos, bovinos, caprinos y en distintas
especies de monos. En Magdalena, provincia de Buenos Aires se reportd una
prevalencia en terneros de raza Holando Argentino del 17%, con alta intensidad
de infeccién en los animales de < 7 dias de vida, considerando a este grupo
etario como una importante fuente de infeccidn para el ambiente (Del Coco et
al., 2008). En un estudio similar en terneros de tambo en la provincia de Santa
Fe, se obtuvo una tasa de infeccion del 19,8% y se asocid la eliminacién de

ooquistes con la presencia de diarrea (Aguirre et al., 2014). En el 2015, se llevd
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a cabo un estudio en roedores sinantrdpicos de areas urbanas y periurbanas de
la Ciudad de La Plata, detectdndose la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium spp. en el 25% de las muestras de materia fecal pertenecientes
a Ratus rattus (Unzaga et al.,, 2015). La aplicacién de técnicas de biologia
molecular como PCR-RFLP o PCR-secuenciacion permitieron la confirmacién y
caracterizacién de distintas especies/genotipos de Cryptosporidium. En la
Ciudad de Buenos Aires y La Plata se realizé la caracterizacion molecular de
Cryptosporidium spp. en perros (Unzaga et al., 2011), terneros (De Felice et al.,

2012; Tomazic et al., 2013) y geckos leopardo (Dellarupe et al., 2016).

1.9. CRYPTOSPORIDIOSIS EN CERDOS

La cryptosporidiosis porcina fue descripta por primera vez en Estados Unidos.
Se diagnosticé en un lechdn con enteritis necrética en Dakota del Sur
(Bergeland, 1977), mientras que en Kansas Cryptosporidium spp. se observaron
en el intestino grueso de tres lechones inoculados por via oral con contenido de
colon de cerdos con disenteria (Kennedy et al., 1977). En ambos casos, el
diagnéstico se realizd por histopatologia. La severidad de la infeccion presenta
relacion con la edad de los animales (Tzipori et al., 1982). En un experimento
con inéculos de ooquistes de Cryptosporidium spp., los lechones que fueron
infectados entre el 1¢" y 3°" dia de vida presentaron afecciones severas, como

vémitos, diarrea y anorexia, mientras que los animales de una semana de vida
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y los infectados a los 15 dias de edad no presentaron signos clinicos, o éstos
fueron moderados (solo diarrea). En otra inoculacion experimental, cerdos
libres de patdgenos especificos infectados a las 4 semanas de edad, durante el
destete, no presentaron diarrea post-destete. (Tzipori, 1981; 1983). Aunque la
enfermedad clinica atribuida a la cryptosporidiosis no parece ser comun en los
cerdos (Tzipori et al., 1982), infecciones experimentales muestran un amplio
rango de respuestas que van desde infecciones subclinicas hasta
manifestaciones clinicas severas (Moon et al., 1981; Tzipori et al., 1981b; Tzipori
et al., 1982). Se han encontraron elementos parasitarios en diferentes etapas
del ciclo bioldgico en ileon, ciego y colon, siendo mas numerosos en las células
que recubren las criptas de Lieberkiihn (Kennedy et al., 1977). Los cambios
histopatoldgicos fueron mas marcados en el intestino delgado posterior donde
se observd un extenso dafio en la mucosa caracterizado por acortamiento y
fusion de las vellosidades, desprendimiento de la punta de las mismas con
edema e inflamacién en la [dmina propia adyacente (Moon et al., 1981; Tzipori
et al.,, 1981). En la ldmina propia se observaron células mononucleares vy
neutrdfilos. Los leucocitos en las criptas del colon provocan disrupcién fisica de
la mucosa durante el proceso de fagocitosis (Kennedy et al., 1977). En estudios
experimentales, los epitelios traqueal y conjuntival de cerdos han sido
infectados con ooquistes provenientes de aislamientos humanos y bovinos
respectivamente (Heine et al., 1984; Tzipori, 1983). Esto corrobora la hipdtesis

de que Cryptosporidium spp. tienen la capacidad de infectar sitios
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extraintestinales debido a que los ooquistes pueden exquistarse sin requerir
enzimas pancreaticas y sales biliares como otros coccidios (Fayer y Leek, 1984).
La cryptosporidiosis en cerdos prevalece a nivel mundial con tasas de infeccion
variables. En América del norte la tasa de infeccién varia entre 17,8% y 55,7%,
en Europa 5,3% y 74,6% y en Asia 59,6% y 71,4% (Farzan et al.,, 2011;
Buduamoako et al., 2012; Petersen et al., 2015; Némejc et al., 2013; Yui et al.,
2014). La produccién porcina se ha vuelto altamente especializada e
industrializada y su volumen de produccién se ha incrementado
constantemente durante las Ultimas décadas. Si bien los sistemas de produccién
porcina varian enormemente en todo el mundo, la tendencia es transformarse
en una produccién altamente especializada e industrializada mediante el
confinamiento y produccidn intensiva. (Némejc et al., 2013). Diferencias en los
sistemas de produccion, edad de muestreo, asi como el tamafio de la muestray
las técnicas de diagndstico pueden ser responsables de las diferencias en las
tasas de infeccién de Cryptosporidium spp. entre las diferentes dareas
geograficas (Zheng et al., 2019).

Con el desarrollo de las herramientas moleculares de diagndstico, se determiné
que los cerdos pueden ser infectados por distintas especies/genotipos de
Cryptosporidium, como C. parvum, C. muris, C. tyzzeri, C. andersoni, C. hominis
y C. meleagridis (Morgan et al., 1999; Ebeid et al., 2003; Xiao et al., 2006; Chen
y Huang, 2007). Sin embargo, C. suis (previamente conocido como pig genotype

1) y C. scrofarum (previamente conocido como pig genotype Il) son las especies
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mas frecuentemente detectadas en porcinos y de las cuales el cerdo demostré
ser el hospedador especifico (Ryan, et al., 2004; Kvac el al., 2013).
Cryptosporidium suis es la especie dominante que infecta a los cerdos menores
de 5 semanas de edad en todo el mundo (Ryan et al., 2004). Aunque C. suis
infecta a todas las categorias su prevalencia es menor en los cerdos adultos en
comparacion con C. scrofarum. La infeccidon con C. suis es asintomatica y no se
asocia con la presencia de diarrea en cerdos (Jenikova et al., 2011), aunque
infecciones concomitantes con rotavirus han sido fatales en lechones (Enemark
et al., 2003).

Cryptosporidium scrofarum: infecta a cerdos domésticos y jabalies eurasiaticos
(Kvac et al., 2013; Garcia-Presedo et al., 2013). Es una especie cosmopolita
usualmente con una baja tasa de infeccién (< 5%) reportado frecuentemente en
animales mayores a las 6 semanas de vida (Kvac et al., 2013). Los cerdos
infectados son asintomaticos y la multiplicacion del parasito ocurre en el
duodeno, yeyuno e ileon (Kva¢ et al.,, 2013). No se logré la infeccién
experimental en animales de laboratorio (Kvac et al., 2013).

Las especies frecuentemente detectadas en porcinos han sido evidenciadas en
casos clinicos humanos (Xiao et al., 2002; Leoni et al., 2006; Cama et al., 2007;

Kvac et al., 2009; Wang et al., 2013; Bodager et al., 2014).
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1.10. PRODUCCION PORCINA Y SITUACION EN ARGENTINA

La produccién porcina puede desarrollarse a tres escalas diferentes, extensiva,
semi-intensiva e intensiva segun la relacion o peso relativo de los factores de
produccién. A nivel mundial y también en nuestro pais, la produccidn porcina
ha ido migrando hacia los sistemas de manejo intensivo donde los animales se
encuentran en confinamiento absoluto y el ambiente donde se alojan esta
controlado por el hombre. Estos sistemas requieren de una importante
inversidon en instalaciones fijas y la superficie de tierra necesaria para la
produccién animal es reducida en términos de nimero de animales por unidad
de superficie. Una caracteristica distintiva de estos sistemas corresponde a las
excretas, para la cual es fundamental contar con un plan de recoleccién,
conduccién y uso o eliminacién de las mismas. Sumado a esto, la cantidad de
animales por unidad de superficie favorece la transmisién y expresién clinica de
multiples agentes, mas si las condiciones de manejo no son las adecuadas.

En Argentina, tradicionalmente la principal ubicacidon del stock porcino se
encuentra en la zona centro del pais coincidiendo con la disponibilidad de
granos y especialmente con los centros de faena y consumo, sin embargo, la
incorporacion de tecnologia en instalaciones ha permitido la implementacion
de granjas confinadas de gran escala en provincias no tradicionalmente
productorasy con condiciones climdticas adversas para la produccién de cerdos.
Esto contribuyd a incrementar el consumo en estas regiones (Maisonnave et al.,

2016).
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En el sector maternidad de los sistemas intensivos, los animales se encuentran
en el periodo de lactancia, permanecen en el mismo desde el nacimiento hasta
el destete. Con la finalidad de obtener un mayor numero de
lechones/cerda/afio, actualmente se busca la adopcién de periodos de
amamantamiento cada vez mds cortos. El peso dptimo de los animales al
finalizar este periodo es de 6 - 8 kg. Este es el periodo mas delicado en la vida
de los lechones ya que carecen de los cuidados y la alimentacién lactea de la
cerda. La decisidn de una edad 6ptima depende mucho del estado sanitario, del
desarrollo de los animales, del manejo de la racién y del agua, de la higiene del
criadero, de los factores ambientales, de las instalaciones y de los cuidados por
parte del criador. (Manual de Porcinos, 2009). El sector recria es la etapa que
abarca desde el destete hasta los 60-70 dias. Los animales deben alojarse en
locales adecuados para lograr éptimos rendimientos zootécnicos. El tipo de piso
mas comun es el enrejillado (s/at), parcial o total con capacidad para una o varias
camadas. El peso 6ptimo al final de esta etapa es de 50-70 kg (Mufioz et al.,

1998).

Por ultimo, en cerdos las enfermedades infecciosas virales o bacterianas han
sido ampliamente estudiadas, sin embargo, no ha ocurrido lo mismo con
algunas enfermedades parasitarias y particularmente con la cryptospodidiosis.
Lo anteriormente expuesto demuestra la importancia de identificar las

especies/genotipos de Cryptosporidium que infectan a los cerdos, asi como
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determinar en condiciones de campo su asociacién con la presencia de diarrea.
La genotipificacion de los aislamientos de Cryptosporidium spp. en diferentes
partes del mundo es de suma importancia desde el punto de vista

epidemioldgico.
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2. HIPOTESIS

En cerdos pertenecientes a las categorias lactancia y recientemente destetados
de establecimientos intensivos en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba,
Santa Fe, La Pampa, Entre Rios y Misiones, la presencia de ooquistes
compatibles con Cryptosporidium spp. varia segun las edades de los animales y

las variables productivas, de instalaciones/bioseguridad y sanitarias.

La presencia de especies/genotipos de Cryptosporidium spp. en cerdos varia
segln las categorias lactancia y recientemente destetados en establecimientos
porcinos de las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fe, La Pampa, Entre

Rios y Misiones.
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3. OBIJETIVOS

General

Determinar la presencia y realizar la caracterizacion molecular de
Cryptosporidium spp. en muestras de materia fecal de cerdos de categorias
lactancia y recientemente destetados en establecimientos porcinos de las

provincias de Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, La Pampa, Entre Rios y Misiones.

Especificos

- Determinar la presencia de Cryptosporidium spp. mediante técnicas de
concentracion y tincién de Ziehl-Neelsen modificada.

- Determinar la asociacidon entre la presencia de Cryptosporidium spp., las
edades de los animales y las variables productivas, de
instalaciones/bioseguridad y sanitarias en los establecimientos intensivos.

- ldentificar y caracterizar molecularmente aislamientos locales de

Cryptosporidium spp. mediante la técnica de nested-PCR/secuenciacion.
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Para una mejor comprension del presente trabajo, los apartados de materiales
y métodos, resultados y discusidn se presentan en dos capitulos diferentes
cuyos encabezados se relacionan con los objetivos. Las conclusiones se

expresan en forma conjunta a los dos capitulos.

Los capitulos se denominaron:

- Presencia de Cryptosporidium spp. en cerdos de categorias lactancia y

recientemente destetados de establecimientos intensivos.

- Caracterizacion  molecular de  especies/genotipos locales de
Cryptosporidium spp. aislados de cerdos de categorias lactancia vy

recientemente destetados de establecimientos intensivos.
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4. PRESENCIA DE Cryptosporidium spp. EN CERDOS DE
CATEGORIAS LACTANCIA Y RECIENTEMENTE DESTETADOS DE

ESTABLECIMIENTOS INTENSIVOS

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Muestras

Para determinar la presencia de Cryptosporidium spp., se realizé un muestreo
por conveniencia y estratificado por edades, en el que se tomaron 520 muestras
individuales de materia fecal de cerdos, obtenidas de 13 granjas con sistema de

manejo intensivo (figura 5) ubicadas en distintas provincias de Argentina.

Categorias de edad: Se tomaron muestras de lechones de la categoria lactancia

(1¢r, 292 y 3¢r semana) pertenecientes al sector de maternidad (figura 6) y
recientemente destetados (4% semana) pertenecientes al sector de recria
(figura 7). En cada una de las granjas (N= 13) el muestreo se realizé segun el

siguiente esquema:

Edad de los lechones en semanas Muestras/granja Total
1¢" 10 130
2da 10 130
3er 10 130

4t 10 130
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Distribucion geogréfica: Para la recoleccion de muestras se seleccionaron en

primer lugar las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe. Estas cuentan
con el principal stock porcino del pais, segin datos del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) e integran la “zona nucleo
maicera” a partir de donde se obtiene la principal materia prima para la
alimentacion de los cerdos. También se incluyeron las provincias de Entre Rios,
La Pampa y Misiones, las cuales incrementaron su stock porcino en los ultimos
afos debido a la incorporacién de tecnologia en sus granjas. En la tabla 3, se
muestra la distribucion del nimero de granjas en relacidon a su ubicacidon

geografica.
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Tabla 3. Distribucion del muestreo por Provincia y partido/localidad

Provincia N° de granjas ID granja Partido/localidad
Buenos Aires 4 1 Cafiuelas/Cafiuelas
2 San Andrés de Giles/San
Andrés de Giles
Gral. Alvarado/Cmte. Nicanor
3 Otamendi
4 Cnel. Dorrego/Cnel. Dorrego
Cordoba 3 5 Marcos Juarez/Corral de
Bustos
Rio Seco/Villa de Maria del Rio
6 Seco
7 Marcos Judrez/Marcos Juarez
Santa Fe 3 8 Gral. Lépez/Elortondo
9 Caseros/Godeken
10 San Martin/Landeta
Entre Rios 1 11 Victoria/Victoria
La Pampa 1 12 Maracd/Dorila
Misiones 1 13 Guarani/San Vicente
Total 13

ID: identificacién de la granja
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La localizacién geografica de las granjas muestreadas se sefala en el mapa de

Argentina (figura 4).

Figura 4. Mapa de Argentina. Localizacion de los establecimientos porcinos.

Granja/Partido
1/Cafiuelas

2/San Andrés de Giles
3/Gral. Alvarado
4/Coronel Dorrego
5/Marcos Juarez
6/Rio Seco
7/Marcos Juarez
8/Gral.Ldpez
9/Caseros

10/San Martin
11/Victoria
12/Maracé
13/Guarani
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Figura 5. Vista exterior de un establecimiento intensivo. Granja 3, Buenos Aires.

Figura 6. Corrales de maternidad. Granja 5, Cordoba (A). Granja 11, Entre Rios

(B)
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Figura 7. Corral de recria. Lechones destetados de 4'° semana de vida. Granja 9,

(Santa Fe).

Recoleccion de las muestras: Las muestras de materia fecal se recolectaron del

suelo, inmediatamente luego de la deposicién, mediante el uso de material
descartable, como guantes de latex y cucharas de plastico, Se colocaron en
bolsas de nylon individuales rotuladas segun la edad en semanas (17, 299, 3¢'y

4%) y se conservaron a 4°C hasta el posterior procesamiento en el laboratorio.
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Recoleccion de datos: La recoleccion de los datos se realizdé mediante una

encuesta (anexo 1) en la cual se incluyd informacién acerca de los pardmetros
productivos, de bioseguridad e instalaciones y del estado sanitario de los
animales. En cada establecimiento se completd manualmente una planilla,
donde la informacién se obtuvo a partir de una breve entrevista al encargado

del sector y por observacién directa durante la toma de muestra.

4.1.2. Diagndstico microscépico

Las muestras de materia fecal se clasificaron como normales o diarreicas. Se
consideraron normales aquellas muestras que mantuvieron su forma original
dentro de las bolsas y diarreicas las que tomaron la forma de la bolsa
contenedora. La clasificacién de las materias fecales acorde a Némejc, et al.,

2013, se representa en la figura 8.

Figura 8. Clasificacion de las heces en el laboratorio. Diarreica (A). Normal (B)
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La concentracion de la materia fecal se realizd mediante la técnica de
sedimentacidn-flotacidon, descripta previamente para otros ooquistes de
protozoarios (Schares et al., 2005). Las muestras se homogeneizaron con agua
de canilla dentro de las bolsas de nylon (figura 9). Se filtraron con colador y
embudo a tubos de centrifuga de 50 ml con tapa a rosca y se dejaron sedimentar
durante 24 horas. Se descartd el sobrenadante. Al sedimento se le agregd
solucién azucarada de Sheather (anexo 2) hasta completar 45 ml. Se
homogeneizé y se centrifugd a 1600g durante 10 minutos. Se agregd
cuidadosamente 3 ml de agua destilada a la superficie de flotacidn.
Posteriormente, se utilizd una micropipeta de 1000 pl con tip cortado en forma
de bisel para extraer el agua y los primeros 4-5 ml del liquido de flotacién
realizando movimientos circulares lentos. El liquido removido, se colocé en un
tubo de 50 ml y se completd con agua destilada para realizar el primer lavado.
Se homogeneizd y se centrifugd a 1600g durante 8 minutos sin freno. Se
descarté el sobrenadante y se realizd un segundo lavado con agua destilada. Se
tomaron 10 ul del sedimento para realizar los extendidos en portaobjeto, los
cuales se dejaron secar al aire. Se preservaron alicuotas del material

concentrado en tubos de 1,5 ml libres de ADNasas en freezer a -20°C.
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Figura 9. Muestra homogeneizada con agua de canilla en la bolsa contenedora

Los extendidos se fijaron con metanol. La tincién se realizé por la técnica de
Ziehl-Neelsen modificada (ZNM), de acuerdo al protocolo descripto por
Henriksen y Pohlenz, 1981 (anexo 3) (figura 10), utilizando un kit comercial
(Ziehl-Neelsen equipo. Laboratorios Britania S.A., Argentina).

Se identificaron como positivas a Cryptosporidium spp. aquellas muestras con
presencia de ooquistes acido-alcohol resistentes de 4-5 um de diametro (figura
11), usando un microscopio éptico (MO) con objetivo 100X (Leica, Wetzlar,

Alemania).
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Figura 10. Técnica de tincion de Ziehl-Neelsen modificada (ZNM). Fucsina

fenicada (A). Azul de metileno (B).

En las muestras positivas se realizdé una estimacion semicuantitativa de la carga
parasitaria evaluando el nimero promedio de ooquistes observados en 20
campos, considerando “baja carga” (£ 1 ooquiste), “media carga” (2-5
ooquistes), “alta carga” (6-10 ooquistes) y “muy alta carga” (> 10 ooquistes)

(Castro-Hermida et al., 2002).
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Figura 11. Ooquistes dcido alcohol resistentes (A y B). Observacion al MO

(1000X).

4.1.3. Analisis estadistico

Mediante el software WinEpi 1.0 (Facultad de Veterinaria, Universidad de
Zaragoza) se calculd la prevalencia de Cryptosporidium spp. en el total de los
animales muestreados, por provincia, intra-granja y por semanas de edad; la
carga parasitaria en relacién a la edad en semanas y a la presencia de diarrea.
Se realizd un analisis exploratorio de los datos, y luego se aplicd la prueba de
Chi-cuadrado, instancia de independencia, para calcular la asociacién entre las
variables evaluadas en la encuesta y el resultado obtenido en el diagndstico
parasitolégico, para el sector de maternidad (categoria lactancia) y para el
sector de recria (categoria recientemente destetados). En todos los estadisticos,
se utilizd un nivel de significacion p<0,05 y se calcularon los Intervalos de

confianza IC95%.
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Las variables que resultaron estar significativamente asociadas en la prueba de
chi-cuadrado se ingresaron en un modelo de regresion logistica con el fin de
estimar los respectivos odds ratio (OR) y sus intervalos de confianza (IC 95%).

Para las pruebas de chi-cuadrado y regresion logistica se utilizd el software

Epilnfo (versién 7.2.0.1).

4.2. RESULTADOS

La prevalencia aparente de Cryptosporidium spp. hallada en cerdos de
establecimientos intensivos en las provincias estudiadas fue del 9% (47/520; IC
95%= 6,57 -11,50).

En todas las provincias se detectaron granjas positivas a Cryptosporidium spp.
Las prevalencias mas altas se encontraron en las provincias de Santa Fe y Entre
Rios, la mas baja se encontrd en la provincia de La Pampa, mientras que
Cérdoba, Misiones y Buenos Aires presentaron una prevalencia intermedia. La
prevalencia por provincia y la cantidad de lechones analizados en cada una se

muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Prevalencia por provincia (diagndstico microscépico-ZNM).

Provincia Prevalencia (IC 95%) Lechones positivos Total
Santa Fe 15% (8,6-21,3) ® 18 120
Entre Rios 15% (3,9-26) ° 6 40
Cordoba 8,3% (3,3-13,2) ** 10 120
Misiones 7,5% (0-15,6) 2 3 40
Buenos Aires 5,6% (2-9,2) ¢ 9 160
La Pampa 2,5% (0-7,3) © 1 40
Total 9% (6,5-11,5) 47 520

IC: Intervalo de confianza. Letras diferentes indica diferencias significativas.

Se detectaron muestras positivas a Cryptosporidium spp. en el 84,6% de las
granjas examinadas (11/13; IC 95%= 65-100). Los 2 establecimientos que no
presentaron resultados positivos correspondieron a la provincia de Buenos

Aires.

La prevalencia hallada intra-granja se encontré en un rango de 0 a 17,5% (IC

95%= 0%-29,2%). La dispersién de la prevalencia se muestra en la figura 12.

La prevalencia por granja se muestra se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Prevalencia de Cryptosporidium spp. por establecimiento en las

distintas provincias.
Provincia Granjas Total Prevalencia Prevalencia
positivas de granjas (Rango intra-
granja)
Santa Fe 3 3 100% 15%
Cérdoba 3 3 100% 7,5-10%
Entre Rios 1 1 100% 15%
Misiones 1 1 100% 7,5%
La Pampa 1 1 100% 2,5%
Buenos Aires 2 4 50% 0-17,5%

Total 11 13 84,6% 0-17,5%




55

Figura 12. Dispersion de la prevalencia de Cryptosporidium spp. intra-granja

Granja 1l
Granja 11
Granja 10

Granja 9

Granja 8

Granja 5
Granja 13

Granja 7

Granja 6

Granja 4
Granja 12

Granja3 0%
Granja2 0%

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%

M Prevalencia intragranja

El nimero de muestras positivas, asi como la prevalencia correspondiente a
cada semana de edad se muestra en la tabla 6. No se observd asociacién

estadistica entre la prevalencia y la edad en semanas. (p>0,05).

Tabla 6. Presencia de Cryptosporidium spp. por semanas de edad.

Semana Resultado (MO-ZNM) Prevalencia
de edad o :
Positivo negativo
1er 12 118 130 9,2%2
oda 15 115 130 11,5% @
Jer 9 121 130 6,9% 2
4ta 11 119 130 8,4% 2
Total 47 473 520 9%

MO: microscopio 6ptico; ZNM: Ziehl-Neelsen modificado;
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En la 1°" semana, de los 12 animales positivos a la presencia de Cryptosporidium
spp., 66,6% presentaron baja carga, 16,6% media carga y 16,6% alta carga
parasitaria. En la 292 semana, de los 15 animales positivos, 40% presentaron baja
carga, 46,6% media cargay 13,3% alta carga. En la 3°" semana, de los 9 animales
positivos, 11,1% presentaron baja carga, 77,7% media cargay 11,1% alta carga.
En la 4% semana, de los 11 animales positivos, 54,5% presentaron baja carga,
27,2% media carga y 18,1% alta carga. (figura 13). El nivel de excrecion de
ooquistes no se asocio significativamente con la edad en semanas, ni con la
presencia de diarrea (p>0.05). Ninguin animal presentd muy alta carga de

ooquistes de Cryptosporidium spp.

Figura 13. Distribucion de la carga parasitaria segun la edad en semanas.
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El porcentaje de diarrea en la maternidad (lactancia) fue de 53,2% (213/400),
mientras que en la recria (lechones recientemente destetados) fue de 63,3%
(76/120). No se obtuvo asociacion entre la proporcién de diarrea y el sector de
la granja (p= 0,0513). La distribucién de la consistencia de las heces en ambos

sectores se muestra en la figura 14.

Figura 14. Distribucion de la consistencia de las heces por sectores de la granja.
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A partir de los datos consignados en la encuesta se obtuvieron los siguientes
resultados:

El 92 % (12/13) de las granjas muestreadas presentd un sistema de flujo de
animales “todo dentro/ todo fuera” en la maternidad y el 100% en la recria. El

70 % (364/520) de la poblacién muestreada alcanzé un peso éptimo al destete
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(= 6 kg), el cual se realizé a los 21 dias de edad en 12/13 establecimientos. El
peso al final de la recria fue entre 25 y 30 kg.

En cuanto a la bioseguridad e higiene, alrededor del 85% de los establecimientos
contaba con personal propio para cada sector. El 92% de las granjas contaba
con indumentaria propia. Los bafios de pie a la entrada de la granja, de cada
edificio y de cada sala, se encontraron solamente en el 17% de los
establecimientos. Todos los establecimientos utilizaron desinfectantes para la

III

limpieza en la maternidad y en la recria. El vaciado de la fosa fue “total” en el
70% en la maternidad y en 60% en la recria, con una frecuencia mayor a 15 dias.
El 25% de las granjas tanto en la maternidad como en la recria, realizaron un
vaciado dptimo entre los lotes de 7 dias.

En cuanto a las instalaciones, el piso emparrillado “slat” de plastico se encontré
en el 85% de las granjas en ambos sectores, mientras que el resto presentd pisos
emparrillados de cemento. En el sector de maternidad, el 85% presentd una
particidn entre corrales de tipo sdélida, mientras que en la recria se observé una
particion de tipo reja en todas las granjas. En la recria, el nimero de
animales/m?fue entre 0,32 y 0,35. La presencia de extractores se observé en el

60% en la maternidad y en un 40% en la recria. El uso de calefacciéon estuvo

presente en el 60% de las granjas en ambos sectores.
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En la maternidad las variables “particion entre corrales” y “presencia de
diarrea” presentaron asociacion con el resultado positivo al diagnodstico (tablas
7 y 8). El resto de las variables analizadas no presentaron asociacién (p>0,05)

(anexo 4).

En la recria ninguna variable resulté asociada al diagndstico positivo (p>0,05)

(anexo 4).

Tabla 7. Asociacion entre animales positivos y particion entre corrales

(maternidad)

Particion Resultado % Positivos
Reja 12 48 60 20
Sélida 25 315 340 7,3
Total 37 363 400 9,2

72=9,718; p= 0,0018
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Tabla 8. Asociacion entre animales positivos y presencia de diarrea

(maternidad).

Resultado

Diarrea % Positivos

Sl 27 186 213 12,6
NO 10 177 187 53
Total 37 363 400 9,2

72=6,371; p= 0,0116

Se observd que los lechones en corrales con particidn de tipo “reja” tuvieron 3,2
veces mas riesgo de evidenciar ooquistes de Cryptosporidium spp. que los
lechones alojados en corrales con particion “sélida”

Con respecto a diarrea, se observé que los lechones con resultado positivo a
Cryptosporidium spp., tuvieron 2,6 veces mas riego de evidenciar diarrea que
los animales que resultaron negativos a la microscopia éptica.

Los resultados se detallan en la tabla 9.

Tabla 9. Factores de riesgo y Resultados de la prueba diagndstica. Andlisis de

regresion logistica (maternidad).

Variables Coeficiente P valor
Particion (1) 1,1731 0,0026 3,23 1,50 - 3,23
Diarrea (1) 0,9654 0,0131 2,62 1,22-2,62
Constante -3,1429 0,0000

Codificacion: Particion reja (1); Diarrea Sl (1)
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4.3. DISCUSION

La cryptosporidiosis en cerdos se ha identificado a nivel mundial y en todas las
categorias de edad.

En este trabajo se determind la presencia de Cryptosporidium spp. mediante
microscopia Optica, utilizando la coloraciéon especifica a partir de concentrados
de materia fecal de lechones de hasta 4 semanas de edad. Por medio de esta
técnica se obtuvo una prevalencia aparente del 9% (6,5%-11,5%). Este resultado
fue similar al publicado previamente por Nishi et al. (2000) en Brasil, Némejc et
al. (2013) en Republica Checa y por DaniSova et al. (2016) en Eslovaquia.

La prevalencia global de la cryptosporidiosis a nivel de las granjas presenta un
amplio rango de variacion, encontrandose entre 0 y 100% (Sanford 1987; Xiao
et al., 1994; Wieler et al., 2001; Ryan et al., 2003; Maddox-Hyttel et al., 2006;
Hamnes et al., 2007; Langkjaer et al., 2007; Sudrez-Luengas et al., 2007; Johnson
et al., 2008; Budu-Amoako et al., 2012; Zheng et al., 2019). Estas diferencias
podrian deberse a diferentes factores como las edades o categorias de los
animales muestreados, las distintas practicas o sistemas de manejo en los
establecimientos y las técnicas de diagndstico aplicadas.

En este estudio, la mayoria de las granjas muestreadas (85%) resultaron
positivas al diagndstico microscépico, mientras que la prevalencia de
Cryptosporidium spp. a nivel intra-granja presenté un rango de 0 a 17,5 %. Este
rango fue ligeramente superior al obtenido en un estudio realizado en China

(Zheng et al., 2019), pero menor que en Republica Checa (Némejc et al., 2013).



62

Ambos estudios mencionados, también se llevaron a cabo en establecimientos
de cria intensiva, en diferentes regiones geograficas y sin conocimiento previo
del estado parasitoldgico, sin embargo, ademas de las categorias de lechones
lactantes y recientemente destetados, incluyeron cerdos de mayor edad, con
indices de infeccién mas bajos.

La produccién porcina se ha vuelto altamente especializada e industrializada en
todo el mundo. En los ultimos 30 afios el modo de cria se ha transformado de
pastoreo libre a lotes de alimentacién (feed-lots) a gran escala (Zheng et al.,
2019). Este estudio se llevé a cabo en granjas con sistema de manejo intensivo,
equipadas con piso de tipo emparrillado o “slat”, donde las excretas percolan a
través de los espacios abiertos, almacenandose en la fosa subyacente, lo que
permite minimizar el contacto entre la materia fecal y los animales (Maisonnave
et al.,, 2016). Estudios previos revelaron una asociacion entre la higiene
deficiente en relacidon a la forma de eliminaciéon de las heces y la frecuencia de
Cryptosporidium spp. en las granjas (Xiao et al., 1994; Maddox-Hyttel et al.,
2006; Nguyen et al., 2012). Némejc et al. (2013), asociaron la cryptosporidiosis
porcina con el tipo de piso, con tasas de infeccién mas altas en cerdos criados
sobre camas de paja que en cerdos sobre piso de concreto o slat. En nuestra
poblacién de estudio, la baja a moderada prevalencia de Cryptosporidium spp.
podria tener relacion con las caracteristicas del piso tipo emparrillado y el
manejo optimo de las excretas. Sumado a esto, ninguno de los lechones fue

detectado con “muy altas cargas” de ooquistes, lo que redundaria en una menor
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contaminacién ambiental a nivel establecimientos (Castro-Hermida y col.,
2002). La mayor parte de los establecimientos muestreados en el presente
estudio presentaron condiciones aceptables en cuanto a las instalaciones y al
estado sanitario de los lechones, los cuales llegaron al peso éptimo de destete.
En la maternidad, la particién entre los corrales de tipo “reja” representd un
factor de riesgo (OR 3,23) para la presencia de Cryptosporidium spp. Esto podria
estar en relacién al contacto estrecho entre camadas contiguas y la dificultad
para higienizar adecuadamente las rejas que quedan marcadas con materia
fecal. En los lechones de 4% semana, recientemente destetados, no se observd
asociacion entre las diferentes variables de manejo y la presencia del parasito.
Posiblemente, y dada la prepatencia de las diferentes Cryptosporidium spp., la
deteccion de ooquistes en la primera semana del destete seria consecuencia del
nivel de exposicién que presentan los lechones en la maternidad. La evaluacion
de las condiciones de manejo de la recria en relacidn a la presencia de ooquistes
requiere también el analisis de animales de mas de 1 semana de destetados.

La relacidn entre la infeccidon por Cryptosporidium spp. y la presencia de signos
clinicos es controversial. Por un lado, en estudios previos se ha descripto como
signos predominantes la anorexia y diarrea acuosa voluminosa en lechones pre-
destetados infectados experimentalmente con C. suis (Enemark et al., 2003).
Misi¢ et al. (2003) observaron diarrea en todos los lechones lactantes positivos
a Cryptosporidium spp.; ademas, Nguyen et al. (2012) reportaron la asociacién

entre la ocurrencia de diarrea y el nivel de excreciéon de ooquistes de
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Cryptosporidium spp. Por otro lado, Jenikova et al. (2011) y Némejc et al. (2013)
no encontraron diarrea en cerdos naturalmente infectados con C. suis y C.
scrofarum, ambas especies-especificas de porcinos. En este estudio, el signo
clinico “diarrea” se asocié a la presencia de Cryptosporidium spp. en el sector
maternidad (OR 2,62), mientras que en la recria ambas variables no resultaron
significativamente asociadas. Sin embargo, no todos los animales positivos a la
presencia de Cryptosporidium spp. mostraron heces diarreicas, lo que podria
sugerir diferentes grados de susceptibilidad a la infeccién entre los individuos.
Adicionalmente, la proporcidn de muestras diarreicas en la poblacién de
lechones muestreada fue alta (alrededor del 55%), lo que sugiere, ademas de la
infeccidn por Cryptosporidium spp., la participacién de otras causas, ya sea
infecciosas o no infecciosas, como las de origen alimentario, por diferentes
dietas entre las granjas. Debido a que no se evaluaron otros agentes asociados
con la diarrea en lechones lactantes, no se ha podido evaluar ni descartar la
potencial sinergia entre diferentes infecciones.

La distribucién de la prevalencia de Cryptosporidium spp. en las distintas
edades/categorias de cerdos no se comprende completamente. El mayor riesgo
de infeccion y desarrollo de signos clinicos se han asociado con el destete, el
cual representa un paso critico para los lechones en cuanto al desarrollo de su
sistema inmunolégico mientras se adaptan a los cambios dietéticos vy
ambientales (Thompson et al., 1996). Nguyen et al. (2012) reportaron que los

lechones lactantes presentan el mayor riesgo de infeccidn por Cryptosporidium
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spp. seguido de los lechones destetados, las madres y los cerdos de engorde.
Némejc et al. (2013) identificaron un pico de infecciéon en lechones pre-
destetados de hasta 5 semanas de vida. Sin embargo, Yui et al. (2014) y Zheng
et al. (2019) entre otros, observaron las tasas de infeccion mas altas en lechones
destetados, desde la 4% a la 8@ semana. En este estudio, se detectaron
ooquistes de Cryptosporidium spp. en muestras correspondientes a lechones de
1°"a 4' semana de edad sin diferencias en la proporcidon de muestras positivas
entre las edades de los lechones. La carga parasitaria tampoco se asocié con las
edades en semanas, siendo en la mayoria de los animales de baja a media. La
distribucién por edades de la cryptosporidiosis porcina en diferentes granjas
podria estar en relacion a varios factores incluyendo diferentes tiempos de
destete, cambios en el ambiente intestinal de los animales causados por la
dieta, asi como el estado de salud y posibles enfermedades concomitantes
(Enemark et al., 2003; Zheng et al., 2019). Nuestros resultados sugieren un bajo
nivel de exposicién constante en lechones lactantes de granjas de manejo

intensivo en Argentina.
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5. CARACTERIZACION MOLECULAR DE ESPECIES/GENOTIPOS
LOCALES DE Cryptosporidium spp. AISLADOS DE CERDOS DE
CATEGORIAS PRE-DESTETE Y RECIENTEMENTE DESTETADOS DE

ESTABLECIMIENTOS INTENSIVOS.

5.1. MATERIALES Y METODOS

El diagndstico y caracterizacion molecular de Cryptosporidium spp. se realizd
mediante la técnica de nested-PCR- secuenciacion.

Se seleccionaron las muestras de materia fecal que presentaron ooquistes
compatibles con Cryptosporidium spp. en el diagndstico microscépico (punto

4.2.), las cuales fueron previamente concentradas y mantenidas a -20°C.

5.1.1. Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN se realizé mediante un kit comercial, ZR fecal DNA kit
(Zymo, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante (anexo 5). El kit esta
disefiado para el aislamiento simple y rapido de ADN de alta calidad libre de
inhibidores, a partir de muestras de materia fecal (150 ul) de diferentes
especies. El procedimiento se realizé mediante lisis por disrupcién fisica con
microesferas de ceramica y el uso de distintas columnas vy filtros de purificacion.

El ADN se aisld y purificd de manera eficiente para su posterior aplicacién en
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técnicas de diagndstico molecular como la PCR (reacciéon en cadena de la
polimerasa) (Herrmann et al., 2011). El procedimiento de extraccion de ADN se
esquematiza en la figura 15.

Para cada rutina de extraccién se utilizé como control negativo un tubo de
microcentrifuga conteniendo solo las soluciones del kit.

Las muestras de ADN purificado se conservaron en freezer a -20°C hasta su

posterior amplificacion por PCR.
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Figura 15. Esquema del proceso de extraccion de ADN con ZR fecal DNA kit
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5.1.2. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion

Para la amplificacién del ADN se realizé la técnica de nested-PCR, siguiendo

protocolos que amplifican segmentos del gen de la subunidad 18S del ARNr

(anexo 6).
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Primero se realizd la nested-PCR género-especifica (Xiao et al., 2001; Jiang et al.,

2005) que amplifica un fragmento de aproximadamente 830 pb, para la cual se

utilizaron los siguientes pares de primers:

Externos: 5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
5’-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’

Internos: 5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’

5’-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’

Las muestras positivas a la PCR género-especifica fueron amplificadas mediante

PCR especie-especifica (Jenikova et al., 2011), para identificar la presencia de C.

suis (~ 482 pb) y C. scrofarum (~ 443 pb), utilizando los siguientes pares de

primers:

C. suis: 5’-CATAATAACTTTACGGATCACATTTTT-3’
5’-CTCAAAGTAAAATTTCATATACTAATAAAAAT-3’

C. scrofarum: 5-GCGGATCACGTTATGTGACAT-3’

5’-TTCCACATACTGTAAAGTAATGTG-3’

El master mix de PCR por cada reaccién se conformd con 1 pl de ADN, 2,5 ul de
10X PCR buffer, 3,0 mM de MgCl,, 250 uM de dNTPs, 1,25 U Tag ADN polimerasa
recombinante (Invitrogen, Brasil), 2,5 pl (20 pg/ml) de BSA, 0,5 uM de cada

primer y agua ultrapura para un volumen final de reaccién de 25 pl.
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Para ambas PCRs se adaptaron las condiciones descriptas por Jenikova et al.,
2011. Se realizaron 35 ciclos cada uno de 94°C por 45 seg, 55°C (PCR género-
especifica) y 62°C (PCR especie-especifica) por 45 seg, 72°C por 1 minuto. Se
realizé una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min y una extension final a 72°C
por 7 min. La amplificacidn se llevé a cabo en un termociclador (T18, IVEMA,

Argentina).

Como controles en cada rutina de PCR, se utilizd ADN de Cryptosporidium spp.
de ooquistes correspondiente a una muestra de materia fecal de ternero como
control positivo para la PCR género-especifica, el control negativo de extraccién

y un tubo conteniendo solo el master mix, o NTC (no template control).

Los productos de PCR fueron revelados mediante electroforesis a 120 voltios
durante 30 minutos (cuba de electroforesis y fuente de poder Enduro LabNet,
EEUU), en geles de agarosa al 2,5% y tefiidos con SYBR safe (Invitrogen, USA).
Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb a 1000 pb (CienMarker,
Biodynamics, Argentina) (Figura 16, Ay B). Los productos fueron observados con

transiluminador de luz azul (Safe Imager TM, Invitrogen, USA) (anexo 7).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa. A: gel de agarosa al 2,5%. B: cuba
de electroforesis y fuente de poder.

Los amplicones obtenidos fueron purificados con el kit comercial Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, USA) (anexo 8). Este kit estd disefiado para
extraer y purificar fragmentos de ADN de 100 pb a 10 kb a partir de un gel de
agarosa estandar en buffer TBE o TE. El procedimiento de purificacién se

esquematiza en la figura 17.

Los fragmentos de ADN purificados fueron enviados a Macrogen

(http://dna.macrogen.com) para la secuenciacién en ambos sentidos con los

primers utilizados para la PCR especie-especifica. La secuencia de nucledtidos
fue alineada y editada con el software GENEIOUS (versién R9). Las secuencias
consenso obtenidas fueron comparadas con otras disponibles en GenBank
mediante andlisis MegaBlast del NCBI (National Center for Biotechnology
Information; htpps://blastn.ncbi.nIm.nih.gov). Ademds, las secuencias

obtenidas fueron registradas en el GenBank.


http://dna.macrogen.com/
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Figura 17. Esquema del proceso de purificacion de ADN desde el gel de agarosa
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5.1.3. Analisis estadistico

Se analizé la asociacidon entre las semanas de edad de los lechones y el resultado
positivo al diagndstico molecular por nested-PCR, mediante la prueba de chi-
cuadrado (diferencia entre porcentajes) con un intervalo de confianza (IC) de
95% y un nivel de significacidon de p<0,05. Se utilizé el software WinEpi, versién

1.0 (Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza).

5.2. RESULTADOS

El diagndstico molecular por nested-PCR género-especifica permitido la
deteccidon de ADN de Cryptosporidium spp. en 15/47 muestras (32% de las
muestras que presentaron ooquistes compatibles con Cryptosporidium spp. al
MO) (figura 18).

Las 15 muestras resultaron positivas a las PCRs especie-especificas, de las cuales
10, se correspondian con lechones en lactancia y 5 con lechones recientemente
destetados.

De las 15 muestras, 3 fueron positivas a C. suis (482 pb aproximadamente), 8
muestras fueron positivas a C. scrofarum (443 pb aproximadamente) y 4
resultaron positivas a ambas PCRs especificas, por lo que se identificaron como

infecciones mixtas (figura 19).
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Un total de 17 productos purificados (con una concentracién estimada del gel
mayor a 40 ng) de 15 muestras positivas de materia fecal fueron enviadas para

secuenciacion.

Figura 18. Resultado nested-PCR género especifica.
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Figura 19. Resultado de las PCRs especie-especificas

500 pb

C. suis (482 pb) C. scrofarum (443 pb)

PM: control de peso molecular

Los resultados de las PCRs especificas y secuenciacién en relacién con la regién

geografica y la edad de los lechones, se muestran en la tabla 11.

Se obtuvieron un total de 13 secuencias (4 muestras fallaron o tuvieron
resultados de baja calidad en el proceso de secuenciacion). Cinco secuencias
consenso fueron 100% idénticas entre ellas y revelaron un 100% de identidad
con las secuencias de C. suis reportadas en el GenBank. Ocho secuencias
evidenciaron 99,70-100% de identidad entre ellas y 100% de identidad con las

secuencias de C. scrofarum reportadas en el GenBank.

Todas las secuencias identificadas como C. suis tuvieron un porcentaje de
identidad de 91.17-96.32% con las secuencias de C. scrofarum. Las secuencias
obtenidas en este trabajo se registraron en el GenBank bajo los nimeros de

acceso o accesion ID MT124665-MT124677 (tabla 11).
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Las PCRs especie-especificas permitieron la confirmacion de la infeccién por
Cryptosporidium spp. en el 3,8% de los lechones de 1°" semana de vida (0,7% C.
suis y 3,07% C. scrofarum), 1,5% de los lechones de 29 semana (1,5% C.
scrofarum), 2,3% de los lechones de 3® semana (1,5% C. suis y 2,3% C.
scrofarum) y 3,8% de los lechones de 4% semana (3,07% C. suis y 2,3% C.

scrofarum).

La proporcién de muestras positivas en cada PCR especifica fue similar entre las
distintas edades de los lechones (p>0,05), siendo la proporcion de C. suis
ligeramente mayor en los lechones de 4° semana o recientemente destetados.
La distribucion de los resultados de las nPCR especificas seglin la edad de los

lechones se muestra en la figura 20.
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Tabla 11. Resultados de las nPCRs especificas y secuenciacion en relacion a la

edad de los lechones y su localizacion.

Granja/ Edad Provincia/Localidad nPCR Secuencias GenBank
Muestra | (semanas) especifica Accesion ID
1D Identidad-BLAST ()
11/259 1 Entre Rios/Victoria C. suis 100% C. suis MT124675
13/214 1 Misiones/San Vicente C. SD
scrofarum
9/510 1 Santa Fé/Godeken C. 100% C. scrofarum MT124670
scrofarum
10/547 1 Santa Fé/Landeta C. SD
scrofarum
10/554 1 Santa Fé/Landeta C. 100% C. scrofarum MT124672
scrofarum
13/221 2 Misiones/San Vicente C. 100% C. scrofarum MT124669
scrofarum
9/526 2 Santa Fé/Godeken C. 100% C. scrofarum MT124671
scrofarum
9/534 3 Santa Fé/Godeken C. SD
scrofarum
1/107 3 Buenos Aires/Cafiuelas C. suis SD
C. 100% C. scrofarum MT124665
scrofarum
9/528 3 Santa Fé/Godeken C. 100% C. scrofarum MT124667
scrofarum
C. suis 100% C. suis MT124674
1/365 4 Buenos Aires/Cafiuelas C. suis 100% C. suis MT124676
5/506 4 Cérdoba/Corral de Bustos | C. suis 100% C. suis MT124677
8/177 4 Santa Fé/Elortondo C. 100% C. scrofarum MT124668
scrofarum
5/503 4 Cdrdoba/Corral de Bustos | C. suis SD
C. SD
scrofarum
5/504 4 Cérdoba/Corral de Bustos C.scrofarum 99.77% C. scrofarum MT124666
C.suis 100% C. suis MT124673

(#) Secuencias de referencia para la comparacion mediante BLASTn (NUmeros de acceso en
GenBank): C. scrofarum (JX424840, KP704557, MG516763) y C. suis (JF710255, KT22302,
AF108861). SD = sin dato.




Figura 20. Distribucion de los resultados de las nPCR especificas segun la

semana de edad de los lechones.

78




79

5.3. DISCUSION

De las 47 muestras positivas a Cryptosporidium spp. identificadas por
microscopia, solo 15 resultaron positivas por la técnica de nested-PCR tanto
género-especifica como especie-especifica. Se ha sugerido que la baja carga de
ooquistes en una muestra y el método de extraccion de ADN, podrian generar
falsos negativos en la PCR (Xiao et al., 2001). En el presente estudio, se aplico
una técnica de concentracién para materia fecal con el fin de incrementar el
numero de ooquistes en la muestra. Se utilizd un volumen de muestra
concentrada de aproximadamente 150ul (Schares et al., 2005), y se utilizé una
técnica de extraccion de ADN previamente establecida para ooquistes de otros
coccidios con control eficiente de inhibidores (Herrmann et al., 2011). Ademas,
varias muestras resultaron negativas a la PCR, pero mostraron una alta carga de
ooquistes durante la observacién microscépica. Se sabe que ningun método de
coloracién es completamente efectivo para la deteccién de ooquistes en
muestras de heces, sin embargo, la técnica de Ziehl-Neelsen modificada es hasta
el momento una de las mas utilizadas en los laboratorios de diagnéstico debido
a su bajo costo y relativa simplicidad (Casemore et al., 1985; Ocampo Gallego et
al., 2011). Debido a la baja especificidad del diagnéstico por microscopia
mediante coloraciones dacido-alcohol resistentes, no se puede descartar la
presencia de otros protozoarios capaces de producir estructuras parecidas a los
ooquistes de Cryptosporidium spp. en algunas muestras (Aghamolaie et al.,

2016), lo cual podria explicar en parte la escasa concordancia entre la
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microscopia y la nested-PCR. En este trabajo de tesis, debido a los altos costos
para el desarrollo de las técnicas moleculares, se consideré realizar las técnicas
de PCR y secuenciacion a aquellas muestras compatibles a la presencia de
ooquistes de Cryptosporidium spp. por las técnicas de tincion.

Muchos estudios han demostrado que los cerdos domésticos frecuentemente
son infectados naturalmente por C. suis y C. scrofarum, las cuales son
consideradas como especies adaptadas a los suinos (Ryan et al., 2004; Kvac et
al., 2013). Sin embargo, otras especies de Cryptosporidium fueron identificadas
también en cerdos con una baja prevalencia y a veces en infecciones mixtas
(Morgan et al., 1999; Xiao et al., 2006). Ademas, varios estudios identificaron
una distribucién especifica por edades en los cerdos infectados con
Cryptosporidium spp., resultando C. suis la especie mas prevalente vy
predominantemente detectada en lechones pre-destetados, mientras que C.
scrofarum solamente fue detectada en lechones destetados y en cerdos de
categorias mayores (Suarez-Luengas et al., 2007; Langkjaer et al., 2007; Johnson
et al., 2008; Jenikova et al., 2011; Kvac et al., 2009, 2013; Némejc et al., 2013;
Zheng et al., 2019). No obstante, Kvac et al. (2013) reportaron que los cerdos
infectados con C. scrofarum comienzan a eliminar ooquistes en un rango de 6-7
dias pos-infeccion. De acuerdo con lo reportado previamente, en este trabajo
se detectaron Unicamente las especies de Cryptosporidium adaptadas a los
cerdos con la siguiente distribucién: C. suis en 3 muestras, C. scrofarum en 8

muestras e infecciones mixtas por C. suis y C. scrofarum en 4 muestras. Aunque
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se encontrd una proporcidon ligeramente mayor de C. suis en lechones
destetados recientemente (4 semana), ambas especies, C. suis y C. scrofarum,
fueron identificadas en lechones pertenecientes a todos los grupos de edad.
Resultados similares fueron publicados por Wang et al. (2010) y DaniSova et al.
(2016) ya que detectaron al menos una muestra positiva para C. scrofarum en
lechones menores de 1 mes. Nuestros resultados mostraron una mayor
distribucién de C. scrofarum, el cual fue detectado en todas las categorias
muestreadas y con mayor frecuencia que C. suis.

Cama et al. (2006) reportaron que la técnica de diagndstico convencional por
nested-PCR género-especifica-secuenciacion es un método limitado para
identificar infecciones mixtas por Cryptosporidium spp. debido a que la especie
o genotipo dominante en la muestra resulta preferentemente amplificado. En
este estudio se decidié no secuenciar los amplicones género-especificos para
evitar posibles cromatogramas mixtos, utilizdndose solamente como screening,
seguido de dos nPCRs usando los primers espécie-especificos disefiados por
Jenikova et al. (2011). Siguiendo este enfoque, se han podido identificar
infecciones mixtas en 4 muestras. Curiosamente, estas infecciones mixtas se
encontraron solo en lechones de 3°'y 4% semana de edad, lo que sugiere un
incremento en cuanto al riesgo de infeccidn con diferentes especies a lo largo
del tiempo y en relacién a la edad de los animales. Sin embargo, para confirmar
esta observacién deberian llevarse a cabo otros estudios con mayor nimero de

muestras e incluyendo animales de mas semanas de edad.
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Las muestras positivas a la nPCR género-especifica fueron también positivas
para al menos una nPCR especie-especifica. No obstante, la presencia de otras
especies de Cryptosporidium concomitantes no se descartd por completo.

Las dos especies de Cryptosporidium identificadas tienen potencial zoonético.
Aunque los casos de infeccion en humanos por estas especies han sido
reportados ocasionalmente, deberia fortalecerse el manejo de los cerdos en las
granjas de cria intensiva, mejorando medidas sanitarias como la eliminacién
segura de las heces, entre otras, para minimizar la contaminacidon ambiental
sobre todo el agua y el consiguiente riesgo de infeccidn para los humanos.

Los resultados del presente trabajo sugieren a la nested-PCR especie-especifica
como una herramienta util para el diagndstico molecular de infecciones por
Cryptosporidium spp. en cerdos. Sin embargo, otros protozoarios deberian
considerarse en aquellas muestras en las que se observan estructuras
compatibles con ooquistes de Cryptosporidium spp., pero con resultado

negativo al diagndstico molecular por nPCR.
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6. CONCLUSIONES

La prevalencia de Cryptosporidium spp. obtenida por la técnica de tincién y
microscopia fue baja a moderada y se encontré ampliamente distribuida en la
region de estudio.

Las prdacticas de manejo e instalaciones fueron similares entre los
establecimientos, lo cual impactd en un rango poco variable de infeccion a nivel
de las granjas.

La deteccion de Cryptosporidium spp. presentd una distribucién homogénea
entre las edades de los lechones, presentando asociacién con cuadros diarreicos
y la separacion de tipo reja en el sector de la maternidad.

Las infecciones causadas por las especies especificas de cerdos, C. suis y C.
scrofarum, fueron confirmadas mediante herramientas moleculares e
identificadas en lechones de 1 a 4 semanas de edad.

Considerando el potencial zoondtico de estas especies debieran llevarse
adelante medidas de decontaminacién y eliminacion apropiada de los residuos
fecales de cerdos a fines de evitar la contaminacién eventual de napas de agua.
Estudios posteriores deberian llevarse a cabo en granjas con diferentes sistemas
de manejo, incluyendo mas edades/categorias con la finalidad de comprender

mejor la epidemiologia de la cryptosporidiosis en Argentina.
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ANEXOS

Anexo 1: Encuesta

Identificacion de la granja

Granja .oeeeeeeeennceineeneeeneeeeees Provincia ......cceeeeveneneeneeenensineeen. FECh@ s

Dentro del sistema de multiples fases, écémo se da el flujo de animales?

Todo dentro/ todo fuera Flujo continuo

Sitio |

Sitio Il

Sitio Ill

1. Parametros de produccion:

N2 cerdas

Promedio lechones nacidos vivos/cerda/afio

Promedio de lechones destetados/cerda/afio

Ganancia diaria de peso (destete-venta)

Edad y peso al final de lactancia

Edad y peso al final de recria

Edad y peso al final de terminacion

2. Bioseguridad

Personal exclusivo por sectores (tachar lo que no corresponda:  Si No
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Si la respuesta es no aclarar que sectores comparten PErsoNAl.........ccveeeirereeeeuee s st seeeesees et see s e e

Uso de indumentaria e instrumental

Mamelucos Botas Instrumental Veterinario
Propios de la granja
Descartables
Ninguno
Bafio de pie Marcar con X
A la entrada de la granja
A la entrada de cada edificio
A la entrada de cada sala
Practicas de limpeza Instalaciones de Instalaciones Instalaciones de
maternidad / de destete Engorde /
lactancia o
terminacion

Limpieza con agua fria sil] No[_] sil ] No[_| sil] No[_]

Limpieza con agua caliente | Si[_] No[_] sil_] No[_] sil_] No[_]
Utilizacion de desinfectante | Si[_] No[_] sil] No[_] sil] No[ ]

Nombre del desinfectante

Presencia de defensa si[_] No[_] sil_] No[_] sil_] No[_]

contra pajaros

Vaciado de la fosa Total [ ] Total [ ] Total [ ]
Parcial [ ] Parcial [ ] Parcial [ ]
Nunca |:| Nunca |:| Nunca |:|

Frecuencia de vaciado

Tiempo de vacio sanitario

entre lotes




3. Instalaciones
Maternidad Sala de destete Sala de engorde / terminacion

Numero de
salas (tipo
piso)
N2 de
corrales /
sala
N2 de
camadas /
corral

N2 de cerdos
/ m?

Particion
(solida / reja)

>1 lote
(misma
edad) / sala

Presencia de
extractores

sil_]

No[_]

si[_] No[_]

si[_]

No[_]

Presencia de
paneles de
refrigeracion

si[]

No|:|

si[] No[_]

si[]

No|:|

Aspersores sil_] No[ ] | si[] No[_] si[_] No[_]
Calefaccion sil_] No[_] | sil] No[_] sil] No[_]
4. MATERNIDAD

Porcentaje de mortalidad histérico en el periodo de lactancia (6 meses)......ccocovveenenene.

Descripcion clinica de enfermedades digestivas presentes en maternidad

Signos Clinicos

Marcar con X

Diarrea

Vomitos
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5.

Otros sintomas (especificar)

Edad de aparicion

Prevalencia

Distribucidn (aleatoria, camadas, salas, etc)

Duracién del cuadro (dias)

Tuvo diagndstico (como)

RECRIA

Porcentaje de mortalidad histdrico en el periodo de recria (6 meses).......cccccvevvvereennn.

Descripcion clinica de enfermedades digestivas presentes en recria

Signos Clinicos

Marcar con X

Diarrea

Vomitos

Otros sintomas (especificar)

Edad de aparicion

Prevalencia

Distribucion (aleatoria, camadas, salas, etc)

Duracién del cuadro (dias)

Tuvo diagndstico (como)
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Anexo 2: Solucion de Sheather

Soluciéon de Sheather: (8 1250-1300)

AZUCAr....ci e 550g
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Anexo 3: Técnica de Ziehl Neelsen modificada

Materiales:

- Alcohol metilico

- Fucsina fenicada

- Decolorante de Ziehl Neelsen: alcohol clorhidrico (HCI 3% en alcohol etilico)

- Azul de metileno al 1%

Procedimiento:

Hacer frotis con una gota del sedimento de materia fecal y dejar secar al aire.
Fijar con alcohol metilico durante 1 minuto y dejar secar al aire.

Cubrir con el colorante primario (fucsina fenicada) durante 5 minutos.

Colocar el frotis en angulo de 45 grados y decolorar por arrastre.

Enjuagar con agua potable o destilada.

Colorear con el colorante de contraste (azul de metileno) durante 1 minuto.
Enjuagar con agua potable o destilada.

Secar a temperatura ambiente.

Observar al microscopio éptico a 1000X con una gota de aceite de inmersion:
los ooquistes de Cryptosporidium spp. toman un color fucsia intenso y el resto

del preparado color azul (incluso levaduras y leucocitos)
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Anexo 4: Variables de la encuesta que no se asociaron estadisticamente con

el resultado al diagnéstico microscépico (p20,05)

Maternidad:
Resultado al MO
Total
Flujo (ZNMm)
Positivo Negativo
Todo dentro/todo fuera 37 333 370
Flujo continuo 0 30 30
Total 37 363 400
p= 0,06
Resultado al MO Total
Promedio lechones nacidos (zNMm)
vivos/cerda/afio
Positivo  Negativo
Optimo 21 189 210
No 6ptimo 16 174 190
Total 37 363 400

p=0,58



Resultado al MO Total
Peso al destete (ZNM)
Positivo Negativo
Optimo 26 254 280
No éptimo 11 109 120
Total 37 363 400
p=0,97
Resultado al MO Total
Baiio de pie (ZNM)
Positivo Negativo
Optimo 9 61 70
No 6ptimo 28 302 330
Total 37 363 400
p=0,25
Resultado al MO Total
Vaciado de la fosa (zNMm)
Positivo Negativo
Total 28 282 310
Parcial 9 81 90
Total 37 363 400

p=0,78
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Resultado al MO Total
Frecuencia del vaciado de la fosa (ZNM)
Positivo Negativo

Optimo 6 34 40

No 6ptimo 31 329 360

Total 37 363 400

p=0,18
Resultado al MO Total
Frecuencia del vaciado entre lotes (ZNM)
Positivo Negativo

Optimo 6 84 90

No éptimo 31 279 310

Total 37 363 400

p=0,33
Resultado al MO Total
Tipo de piso (ZNM)
Positivo Negativo

Optimo 33 307 340

No 6ptimo 4 56 60

Total 37 363 400

p=0,45
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Resultado al MO Total
Presencia de extractores (ZNM)
Positivo Negativo
Optimo 20 230 250
No 6ptimo 17 133 150
Total 37 363 400
p=0,26
Resultado al MO Total
Refrigeracion (ZNM)
Positivo Negativo
Si 14 116 130
No 23 247 270
Total 37 363 400
p=0,46
Recria:
Resultado al MO Total
Bafo de pie (zNMm)
Positivo Negativo
Optimo 0 20 20
No 6ptimo 10 90 100
Total 10 110 120

p=0,13
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Resultado al MO Total
Vaciado de la fosa (ZNM)
Positivo Negativo

Total 6 74 80

Parcial 4 36 40

Total 10 110 120

p=0,64
Resultado al MO Total
Frecuencia de vaciado de la fosa (ZNM)
Positivo Negativo

Optimo 5 45 50

No éptimo 5 65 70

Total 10 110 120

p=0,57
Resultado al MO Total
Extractores (ZNM)
Positivo Negativo

Si 5 45 50

No 5 65 70

Total 10 110 120

p=0,57
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Resultado al MO Total
Refrigeracion (ZNM)
Positivo Negativo
Si 0 30 30
No 10 80 90
Total 10 110 120
p=0,06
Resultado al MO Total
Aspersores (ZNM)
Positivo Negativo
Si 0 10 10
No 10 100 110
Total 10 110 120
p=0,31
Resultado al MO Total
Calefaccion (ZNM)
Positivo Negativo
Si 5 65 70
No 5 45 50
Total 10 110 120

p=0,57
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Resultado al MO Total
Diarrea (ZNM)
Positivo Negativo
Si 6 70 76
No 4 40 a4
Total 10 110 120

p=0,81
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Anexo 5: Técnica de extraccion de ADN (ZR fecal DNA kit. Zymo-USA)
Materiales:

Tubos de lisis con perlas (ZR Bashing Bead™ Lysis Tubes)

Buffer de unién (Fecal DNA Binding Buffer)

Buffer de pre-lavado (DNA Pre-Wash Buffer)

Buffer de lavado (Fecal DNA Wash Buffer)

Buffer de elucion (DNA Elution Buffer)

Filtros con tapa naranja para lisado (Zymo-Spin™ IV Spin Filters)

Columnas para purificacion de ADN (Zymo-Spin™ Il Columns)

Filtros con tapa verde para purificar ADN (Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filters)

Tubos colectores (Collection Tubes)

Procedimiento:

Preparar los filtros de tapa verde rompiendo la base, colocarlo en un tubo

colector y centrifugar a 8000 x g por 3 minutos.

1- Anadir hasta 150 mg (o un volumen de 150 pl de muestra concentrada) de
materia fecal en el tubo de lisis con perlas. Adicionar buffer fecal DNA.

2- Colocar los tubos en un vortex a maxima velocidad por 30 minutos.

3- Centrifugar a 10000 x g durante 1 minuto.

4- Transferir 400 pl del sobrenadante al filtro de tapa naranja. Colocarlo en un

tubo colector y centrifugar a 7000 x g durante 1 minuto.
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5- Afadir 1200 ul del buffer de unién al material filtrado en el tubo colector del
paso 4.

6- Transferir 800 pl de la mezcla del paso 5 a una columna de purificacion y
colocarla dentro de un tubo colector. Centrifugar a 10000 x g durante 1
minuto.

7- Descartar el material que se encuentra en el tubo colector y repetir el paso
6.

8- Anadir 200 pl del buffer de prelavado a la columna para centrifuga y colocarla
en un nuevo tubo colector. Centrifugar a 10000 x g durante 1 minuto.

9- Aiadir 500 pl de buffer de lavado a la columna para centrifuga y centrifugar
a 10000 x g durante 1 minuto.

10- Transferir la columna para centrifuga a un microtubo limpio de 1,5 mly
afadir 100 ul del buffer de elucién directamente al centro de la columna.
Centrifugar a 10000 x g durante 30 segundos para eluir el ADN.

11- Transferir el ADN eluido del paso 10 a un filtro de tapa verde (previamente
preparado), colocarlo en un microtubo de 1,5 ml y centrifugar a 8000 x g
durante 1 minuto. El ADN filtrado esta apto para realizar PCR.

Todos los pasos mencionados se realizan en una sala de extraccion de ADN.
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Anexo 6: Técnica de nested-PCR

Preparacion del master mix (mezcla madre):

Muestra de ADN: 1 pl

10X PCR buffer: 2,5 pl

BSA: 2,5 ul (stock 200 pg/ml)

MgClz: 3.0 mM

Concentracion primer F (externo e interno): 0,50 uM

Concentracion primer R (externo e interno): 0,50 uM

Nucleétidos (dNTPs): 250 uM

Taq ADN polimerasa: 0,25 pl (stock 5 U/100 pl)

Agua ultrapura: hasta completar el volumen final de 25 pl

Calculo para la reaccién: cada componente (excepto el ADN) se multiplica por
el total de muestras a procesar mas el control positivo, control de extraccién y
NTC. Se adiciona 1 muestra remanente para el calculo cada 10 muestras para
evitar falta de volumen por error de pipeta.

Procedimiento:

Ciclo externo: La mezcla se prepara en la sala de master mix, en un tubo de 1,5
ml. Las soluciones se mantienen en un soporte con hielo hasta la carga en el
termociclador.

La mezcla se fracciona en tubos de 0,2 ml a razén de 23 pl por tubo.

Se carga el ADN en la sala de extraccion

Se cargan los tubos en el termociclador (T18, IVEMA, Argentina).
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Ciclo interno: se prepara el master mix siguiendo los pasos del ciclo externo, se

fracciona cargando 24 pl en cada tubo a los que luego se le agrega 1 pl del ADN

amplificado en una cabina de bioseguridad.

Los programas utilizados en el termociclador son los siguientes:

nPCR género-especifica: (ciclo externo e interno)

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min

Desnaturalizacién: 94°C 45 seg
Annealing: 55°C 45 seg
Extension: 72°C 1 min

Extension final: 72°C 7 min

PCR esecie-especifica:

35 ciclos

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min

Desnaturalizacién: 94°C 45 seg
Annealing: 62°C 45 seg
Extension: 72°C 1 min

Extension final: 72°C 7 min

35 ciclos
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Anexo 7: Preparacion de geles de agarosa y electroforesis

Solucién de buffer Tris borato EDTA (TBE):

Solucién madre (5 X):

Tris base...ccvececreivveriennns 54 ¢

Acido bérico................... 27,58

EDTA 0.5 M (pH 8)..........20 ml

Agua destilada................. csp. 1000 ml

La solucién se mantiene en frasco de vidrio a temperatura ambiente.

La soluciéon de trabajo se prepara con la solucién madre al 0,5X (madre diluida

10 veces) en agua destilada.

Gel de agarosa al 1.5%:

Para preparar un gel de 17 calles:

Agarosa (Biodynamics, N2 de Catalogo B030)............. 0,6 gr
BUffer TBE 0.5%......cccovciurreieeeciiieeeecctreee e etrree e e e envveeas 40 ml
SYBR Safe DNA gel staiN.......coveeecveveererenece e 4 ul

(Invitrogen, Catalogo Nede Catalogo s33102)

Pesar la agarosa y colocarla en un Erlenmeyer. Agregar el buffer TBE y llevar a
microondas a potencia maxima hasta que comience la ebullicion. Sacar del
microondas y agitar suavemente hasta su completa disolucidn. Dejar entibiar y

agregar el colorante SYBR Safe DNA, homogeneizar. Volcar el contenido en el
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molde para preparar el gel, colocar el peine y esperar hasta su gelificacion
completa protegido de la luz. Luego extraer el peine para poder sembrar las
muestras.

Siembra de las muestras:

- Para el revelado de la PCR: homogeneizar 10 pl de la muestra con 2 ul de buffer
de muestra coloreado (Byodinamics, N2 de Catalogo BO60) y luego cargar en la
calle del gel. Repetir el mismo procedimiento para cada muestra y para el
marcador de peso moleular, (Cienmarker, Byodinamics, 100 a 1000 pb). Para las
muestras a las que luego se les realizard purificacién, se homogenizan 25 ul de
muestra con 5 ul de buffer.

- Colocar el gel en una cuba electroforética horizontal y llenarla con buffer TBE
0,5 X, controlando que cubra completamente el gel.

- La corrida electroforética se realiza a 120 voltios durante 30 minutos o hasta
que el colorante haya migrado de acuerdo al peso molecular buscado.

- El gel se observa en cuarto oscuro, en transiluminador de luz azul que pone en

evidencia los fragmentos de ADN.
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Anexo 8: Purificacion de ADN para geles de agarosa (Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System)

Reactivos para 50 muestras:

Solucién buffer de membrana (Membrane Binding Solution).................. 20ml
Solucién de lavado (Membrane Wash Solution).........cccceveeinenececerennnne. 15ml
Agua libre de nucleasas (Nuclease-Free Water)........cccccceveeveeverervernenenee. 3,75ml
Minicolumnas (Wizard® SV Minicolumns)........cccoceeevererueinininineeriseeseessenees 50
Tubos colectores de 2 ml (Collection TUDES).....ccevvecercececevere e 50

Procedimiento:

1. Luego de la electroforesis, cortar cada una de las bandas de ADN del gel y
colocarlas en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Pesar en balanza de
precision.

2. Agregar 10 ul de solucién buffer de unién de membrana cada 10 mg de gel,
homogeneizar en vortex e incubar a 50-65°C hasta que la porcién de gel
guede completamente disuelto.

3. Insertar una minicolumna en un tubo colector.

4. Transferir la preparacion de gel disuelto a la minicolumna e incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto.

5. Centrifugar a 16000 x g durante 1 minuto. Descartar el filtrado y reinsertar la

minicolumna en el tubo colector.
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6. Ahadir 700 ul de solucién de lavado. Centrifugar a 16.000 x g durante 1
minuto. Descartar el filtrado y reinsertar la minicolumna en el tubo colector.

7. Repetir el paso 6 con 500 pl de solucion de lavado. Centrifugar a 16.000 x g
durante 5 minutos.

8. Vaciar el tubo colector y centrifugar nuevamente la columna por 1 minuto.

9. Transferir cuidadosamente la minicolumna a un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml

10. Agregar 25-50 pl de agua libre de nucleasas a la minicolumna. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a 16000 x g por 1
minuto.

11. Descartar la minicolumna y mantener el ADN a 4°C o0 -20°C.



