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RESUMEN 

La criptosporidiosis, una de las causas de la diarrea neonatal bovina, produce importantes 
pérdidas económicas para la ganadería de nuestro país y el mundo. Es también de importancia 
para la salud pública ya que es una enfermedad potencialmente zoonótica y antroponótica, 
poniendo en riesgo especialmente a personas inmunocomprometidas. El agente causal es un 
protozoo del género Cryptosporidium, el cual se desarrolla en el intestino y genera durante su 
ciclo de vida ooquistes altamente infecciosos y resistentes que se eliminan en grandes cantidades 
con la materia fecal. No existen actualmente medidas de control efectivas contra este agente. En 
Argentina, los datos epidemiológicos se han basado hasta el presente en la observación 
microscópica de extendidos de materia fecal, lo cual permite identificar a los ooquistes de este 
género, pero no determinar la/s especie/s y genotipo/s infectante/s. No obstante solo el estudio 
molecular permite determinar el riesgo del parásito para la salud pública identificando las 
especies y cepas zoonóticas. Asimismo, este tipo de estudio puede facilitar el desarrollo racional 
futuro de medidas de control para la criptosporidiosis bovina. En este trabajo, aplicando técnicas 
moleculares basadas en el gen 18 S ARNr, fue posible identificar a C. parvum, genotipo bovino, 
como única especie y genotipo presente en 30 muestras de materia fecal de terneros de la 
provincia de Buenos Aires positivas a Cryptosporidium sp. por observación microscópica. 
Asimismo, se logró la subtipificación de 19 de estas muestras mediante el análisis de 
repeticiones de nucleótidos en la región polimórfica del gen gp60. Se encontraron 4 subtipos, 
uno de los cuales, hallado en 8 de las muestras, ha sido descrito como zoonótico. Esta constituye 
la primera investigación de epidemiología molecular de Cryptosporidium sp. en nuestro país. 

SUMMARY 

Cryptosporidiosis, one of the causes of bovine neonatal diarrhea, produces important economic 
losses for the cattle industry of Argentina and the rest of the world. It is also of public health 
importance, since it is a potentially zoonotic and anthroponotic disease, particularly posing a risk 
to immunocompromised individuals. The causative agent is a protozoon of the Cryptosporidium 
genus that develops in the intestine and generates highly infective and resistant oocysts during its 
life cycle, which are eliminated in large quantities with feces. Currently, there are no effective 
control measures against this agent. In Argentina, epidemiological data have been so far based on 
the microscopic observation of fecal smears, which allows to identify oocysts of this genus, but 
not to characterize the infecting species and genotypes. However, only a molecular study allows 
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determining public health risks associated to this parasite, by identifying zoonotic species and 
strains. Also, molecular characterization studies can facilitate the future rational design of control 
measures against bovine cryptosporidiosis. In this work, applying molecular techniques based on 
the 18S rRNA gene, it was possible to identify C. parvum, bovine genotype as the only species 
and genotype present in 30 calf fecal samples from the province of Buenos Aires that tested 
positive to Cryptosporidium sp. by microscopy. Additionally, it was possible to subtype 19 of 
these samples by the analysis of nucleotide repetitions of the gp60 gene polymorphic region. 
Four subtypes were found, one of which, present in 8 samples, has been described as zoonotic. 
This constitutes the first molecular epidemiology study of Cryptosporidium sp. in Argentina.  

INTRODUCCIÓN 

Los protozoos del género Cryptosporidium son agentes infecciosos de la criptosporidiosis, una 
enfermedad zoonótica y antroponótica, que se transmite principalmente por el agua y los 
alimentos. La presencia de Cryptosporidium sp. ha sido descripta en materia fecal de terneros en 
rodeos lecheros y es una de las causas de muerte neonatal bovina. La distribución de la 
criptosporidiosis en los rumiantes domésticos es cosmopolita. En huéspedes inmunocompetentes, 
la infección gastrointestinal puede ser asintomática o producir diarreas autolimitadas, de corta 
duración y, en inmunodeficientes, la infección puede causar diarreas prolongadas que en casos 
severos puede llevar a la muerte (Llop Hernández, 2001). 

Cryptosporidium parvum es la principal especie causante de esta enfermedad y no debe 
considerarse únicamente bajo la óptica de la sanidad y la producción animal, ya que conlleva 
pérdidas debidas a mortalidad, morbilidad, gasto en medicamentos y horas de trabajo, afectando 
tanto a razas de carne como de leche (Ortega et al., 1999). Además se han reportado otras 
especies de Cryptosporidium que afectan al ganado bovino como C. bovis, C. ryanae y C. 
andersoni. De acuerdo a la clasificación de Levine (1984) se había ubicado a este protozoo en el 
phylum Apicomplexa, subclase Coccidia. Sin embargo, nuevas investigaciones realizadas a 
partir del análisis de secuencias de subunidades pequeñas de ARN ribosomal y del gen de la β-
tubulina indicaron que Cryptosporidium se encuentra estrechamente relacionado con las 
Gregarinas y que ambos forman un clado separado de los coccidios dentro de los Apicomplexa 
(Carreno et al., 1999; Leander et al., 2003; Barta and Thompson, 2006). Además de las 
evidencias moleculares, ambos microorganismos presentan otras similitudes que apoyan esta 
hipótesis, tales como un ciclo de vida monoxénico, ooquistes con cuatro esporozoitos, una 
localización típica en el tracto gastrointestinal del huésped y el desarrollo de gamontes y 
trofozoítos extracelulares (Leander 2008). 

El elemento infectante del patógeno es el ooquiste, el cual es una estructura esférica que mide de 
4 a 6 micrómetros de diámetro y contiene en su interior 4 esporozoítos vermiformes y cuerpos 
residuales. El ooquiste presenta una pared que puede ser fina o gruesa, lo que está relacionado 
con diferentes vías de desarrollo esporogónico y de infección (Caccio et al., 2005). La pared del 
ooquiste, rica en uniones disulfuro, permite mantener la capacidad infectiva del parásito (Del 
Coco y Basualdo, 2008). Un 80% de los ooquistes producidos tienen pared gruesa y resistente y 
son llevados en las heces al medio exterior, donde pueden diseminar la infección. El 20% 
restante tienen pared delgada y pueden fragmentarse tan pronto salen de los enterocitos teniendo 
capacidad autoinfectante, con lo cual pueden reiniciar el ciclo dentro del mismo hospedador.  
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C. parvum puede infectar a bovinos de todas las edades, aunque la prevalencia de infección es 
mucho mayor en terneros durante las tres primeras semanas de vida. Los terneros son 
susceptibles a la infección inmediatamente luego de nacer, y se pueden hallar ooquistes en las 
heces desde el segundo día de vida. Un ternero con diarrea puede excretar 107 ooquistes por 
gramo de heces y así puede producir billones de ooquistes durante una a dos semanas, en las que 
la infección está latente (O'Handley, 2007). 

En Argentina, existe poco conocimiento sobre la prevalencia de Cryptosporidium sp. en bovinos. 
Un estudio llevado a cabo en 1990 en bovinos de diferentes regiones del país, incluyendo Buenos 
Aires, Córdoba, Santa Fe, Entre Ríos y la Pampa, mostró una prevalencia del parásito del 29,6% 
en terneros de lecherías y 30,5% en terneros de ganaderías de carne (Bellinzoni et al., 1990). En 
otro estudio en el Distrito de Magdalena, provincia de Buenos Aires, se halló una prevalencia del 
17% en terneros menores de 30 días (Del Coco et al., 2008). Además, un estudio realizado en el 
nordeste del país mostró una prevalencia del 29.5% en la provincia de Corrientes y un 25,3% en 
la provincia de Chaco (Araujo et al., 2011). También se estudió la presencia de Cryptosporidium 
sp. en terneros de crianza artificial y de recría en 10 tambos del sur de Santa Fé y Provincia de 
Buenos Aires. Se encontraron prevalencias entre el 5,9 y el 37,5% de los terneros en crianza, y 
de 0 a 54,5% en terneros de entre 3 y 6 meses en los distintos establecimientos (Sánchez et al., 
2007). Por otra parte, un estudio realizado en Córdoba donde se halló una prevalencia de un 
34,5% en terneros, mostró que los porcentajes de infección eran casi cuatro veces mayores en el 
grupo de animales menores a dos semanas de vida que en el resto de los animales muestreados 
(Tiranti et al., 2011). Las investigaciones mencionadas estuvieron basadas exclusivamente en la 
detección microscópica de ooquistes en muestras de materia fecal. Si bien esta técnica permite 
identificar al género Cryptosporidium, no es posible determinar de esta manera la especie, 
genotipo y subgenotipo infectante. Esto es de particular relevancia para la salud pública, ya que 
diferentes especies y genotipos presentan distinto grado de infectividad y patogenicidad en el 
humano (Cama et al., 2007; Plutzer et al., 2009; Jex et al., 2010). La genotipificacion y 
subgenotipificacion es sólo posible mediante la utilización de técnicas moleculares, que han sido 
recientemente desarrolladas para Cryptosporidium sp. y aplicadas a investigaciones realizadas en 
otros países pero nunca antes a muestras de Argentina (Peng 2003, Xiao 2009, Coupe 2004).  

En este trabajo se llevó a cabo un estudio preliminar de epidemiología molecular de 
Cryptosporidium sp. en la provincia de Buenos Aires. Para ello, se detectaron muestras de 
materia fecal de terneros positivas por tinción a Cryptosporidium sp., y se pusieron a punto y 
aplicaron técnicas de biología molecular para la genotipificación y subgenotipificación de la/s 
especie/s halladas. La correcta identificación y tipificación de estos parásitos puede aportar 
información sobre cadenas de transmisión, y la asociación entre diferentes genotipos y el grado 
de patogenicidad en terneros, pudiendo contribuir estos conocimientos a la implementación de 
medidas mejoradas de control para la criptosporidiosis bovina. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

MUESTRAS DE MATERIA FECAL E IDENTIFICACIÓN DE OOQUISTES 

Se colectaron muestras de materia fecal de 50 terneros menores a dos meses de vida de distintos 
rodeos lecheros y campos de cría ubicados en la provincia de Buenos Aires. Para demostrar la 
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presencia de ooquistes se realizaron tinciones de las muestras con la técnica de Ziehl Neelsen 
modificada (Baxby et al., 1984); para el análisis molecular se partió de las muestras positivas por 
tinción. Luego las mismas fueron conservadas en dicromato de potasio al 5 % a 4 °C o 
congeladas a -20 °C. 

AISLAMIENTO DE ADN GENÓMICO  

Se extrajo ADN genómico a partir de las muestras de materia fecal positivas por microscopia 
mediante tres pasos sucesivos. Primero se realizó una digestión alcalina de 0,2 mg de heces a 65 
oC, en presencia de hidróxido de potasio y ditiotreitol. Luego se llevó el pH a 8,3 por agregado 
de ácido clorhídrico a Tris-HCl, y finalmente se realizó una extracción con 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (Maidana et al., 2011a). La fase superior fue procesada 
mediante el kit comercial QIAamp DNA stool mini kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Finalmente el ADN eluído se cuantificó por espectrofotometría y se guardó a -20 °C 
hasta su uso para los análisis posteriores. 

GENOTIPIFICACIÓN 

Para la identificación molecular de la/s especie/s de Cryptosporidium se utilizaron dos enfoques. 
En el primero, utilizando como templado ADN extraído de materia fecal, se amplificó por PCR 
una región hipervariable de 212 pares de bases (pb) del gen 18 s ARNr, utilizando los primers 
SCL2f (CAGTTATAGTTTACTTGATAATC) y SCR2r (CTTTAGACGGTAGGGTATTG) 
(Coupe et al., 2004). Se utilizó un programa de ciclado que consta de 35 ciclos de 
desnaturalización a 94 °C durante 30 s, hibridación a 58 °C durante 45 s y extensión a 72 °C 
durante 45 s, además de una desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 min y una extensión final 
a 72 °C durante 5 min. Los productos de PCR obtenidos fueron clonados en el plásmido pJET1.2 
(Fermentas) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se amplificaron los plásmidos 
recombinantes en bacterias competentes, se purificaron utilizando un kit comercial (Qiagen), y se 
secuenciaron 5 clones de cada muestra en la empresa Macrogen (Corea). El análisis de basó en la 
detección de tres huellas genéticas presentes en las secuencias que son específicas de la especie 
C. parvum mediante la utilización de una herramienta bioinformática de alineamiento (Clustal 
W) e inspección visual. Este procedimiento fue aplicado a tres de las muestras. En un segundo 
enfoque, se llevó a cabo una PCR-RFLP, para lo cual, en primer lugar se amplificó por PCR una 
región de 834 pb del mismo gen, utilizando los primers P2f 
(GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG) y P2r (AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA) 
(Xiao et al., 1999). Se utilizó un programa de ciclado similar al anterior, pero con una 
temperatura de hibridización de 62 oC. Este producto se utilizó para la posterior evaluación de 
los fragmentos de restricción polimórficos mediante la digestión de los mismos con las enzimas 
de restricción SspI y VspI (Fermentas) por separado. Los patrones de restricción de la enzima 
SspI discriminan la especie C. parvum del resto de las especies del género, mientras que los 
patrones obtenidos con la enzima VspI permiten discriminar el genotipo C. parvum bovino del C. 
parvum humano. Para los tratamientos enzimáticos, se tomaron 23 µl de agua libre de nucleasas, 
5 µl del buffer correspondiente a cada enzima, 20 U de la enzima y 20 µl del producto 
amplificado anteriormente. Luego se centrifugó unos pocos segundos y se incubo a 37 ºC durante 
1 hora. Pasado este tiempo se incubó la reacción a 65 °C durante 20 min para inactivar la enzima. 
Los productos digeridos se analizaron mediante corrida electroforética en geles de agarosa al 2 % 
en presencia de bromuro de etidio y visualización en un transiluminador UV. 
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Para el análisis de subgenotipificacion de los aislamientos hallados se amplificó por PCR la 
región polimórfica del gen gp60 utilizando los primers AL3531 (ATAGTCTCCGCTGTATTC) 
y AL3535r (GGAAGGAACGATGTATCT) que amplifican un producto de un tamaño de 878 pb 
(Alves et al., 2003). Se utilizó un programa de ciclado similar al utilizado anteriormente, pero 
con una temperatura de hibridización de 52 oC. Los productos de PCR obtenidos se enviaron a 
secuenciar y posteriormente a través de análisis bioinformáticos se realizó la correspondiente 
designación alélica a cada muestra después de un alineamiento múltiple (ClustalW). En este 
alineamiento se incluyeron también seis alelos de gp60 de referencia (IIa, IIb, IIc, IId, IIe y IIf). 
Seguidamente, se analizaron las distancias filogenéticas mediante Neighbor joining. Finalmente, 
la subtipificación se realizó de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Sulaiman (1999) basada 
en el número de repeticiones de los trinucleótidos TCA Y TCG y el hexanucleótido ACATCA. 

 

RESULTADOS  

DETECCIÓN MICROSCÓPICA DE OOQUISTES DE CRYPTOSPORIDIUM SP. 

Se analizaron 50 muestras de materia fecal de terneros de menos de 30 días de edad de distintos 
establecimientos de la Provincia de Buenos Aires, mediante la tinción de frotis por la técnica de 
Ziehl Neelsen modificada y observación al microscopio óptico. Treinta muestras resultaron 
positivas a Cryptosporidium sp., ya que se pudieron observar ooquistes teñidos de rojo por ser 
ácido-alcohol resistentes, como se observa en la Figura 1. Estas treinta muestras fueron 
sometidas a los análisis moleculares descriptos a continuación. 

 

Figura 1: Ooquistes de Cryptosporidium sp. teñidos de rojo por coloración de Ziehl Neelsen 
modificada (flechas). Aumento: 400X. 

IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE CRYPTOSPORIDIUM SP. 

A partir de ADN extraído de las 30 muestras positivas, se amplificó una región de 212 pb del gen 
18S ARNr, utilizando primers específicos para Cryptosporidium sp. Se pudo corroborar la 
amplificación en 28 de las muestras analizadas. Los fragmentos obtenidos resultaron ser del 
tamaño esperado y esto nos indicaría que los ooquistes presentes en las muestras analizadas 
pertenecen al patógeno Cryptosporidium sp. ya que los primers utilizados son específicos para el 
gen 18 S ARNr de Cryptosporidium. 
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La Fig. 2 muestra un gel de agarosa donde se visualizan los resultados obtenidos con 12 de estas 
muestras. 

 

Figura 2: Productos de amplificación por PCR de un fragmento del gen 18 S ARNr de 212 pb, a 
partir de muestras de ADN extraídas de materia fecal positivas por tinción, analizados en gel de 
agarosa al 1,5%. C (+) y C (-): control positivo y negativo, respectivamente, en los cuales como 
templado se utilizó ADN y H2O, respectivamente; M: marcador de tamaño 1kb plus. Se puede 
observar amplificación positiva en todos los casos menos en la muestra 9.  

DETERMINACIÓN DE LA ESPECIE Y GENOTIPO DE CRYPTOSPORIDIUM 
INFECTANTE MEDIANTE ANÁLISIS DEL GEN 18 S ARNR 

Se utilizaron dos enfoques para determinar la especie de Cryptosporidium infectante: (a) 
secuenciación de la región polimórfica del gen 18S ARNr (Navarro et al., 2011); y (b) digestión 
de amplicones de una región del gen 18S ARNr con enzimas de restricción (Xiao et al., 1999).  

Para el primer enfoque, los productos de PCR amplificados anteriormente de tres de las muestras 
(2 mol 10; 4871 y 4892) se clonaron en un plásmido bacteriano y se secuenciaron. El análisis 
bioinformático de las secuencias comprobó que son idénticas a la correspondiente región de 18 S 
ARNr de una de las cepas de C. parvum disponibles en el GenBank. Este fragmento contiene tres 
regiones o huellas genéticas exclusivas para esta especie (Coupe et al., 2005), como se observa 
en la Figura 3 resaltadas en gris, las cuales se encuentran totalmente conservadas en las 3 
muestras analizadas. 



7 

 

 

Figura 3: Alineamiento por ClustalW de la secuencia de nucleótidos de la región 18 S ARNr de 
las tres muestras secuenciadas y la de un aislamiento de C. parvum depositada en el Genbank 
(AF115377.1). En gris se marcan las huellas genéticas para esta especie. *: nucleótidos 
totalmente conservados. 

En conclusión, a partir de la amplificación de la región hipervariable del gen 18 S ARNr, 
clonación y posterior secuenciación, se pudo confirmar la especie presente en los ooquistes de 
las muestras analizadas como C. parvum, siendo la misma la más patógena para el ganado 
bovino. 

Por otro lado, se aplicó un enfoque de Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment-Length 
Polymorphism (PCR-RFLP) para la identificación de la especie de Cryptosporidium. En este 
caso, partiendo del ADN extraído se amplificó por PCR con los primers específicos P2f y P2r 
una región del gen 18 S ARNr de un tamaño de 837 pb. Los productos de amplificación fueron 
visualizados en geles de agarosa al 1,5 % teñidos con bromuro de etidio, como se ejemplifica en 
la Figura 4. Se obtuvo amplificación positiva en 23 de las treinta muestras positivas por tinción. 
En las siete restantes no fue posible obtener amplificación, a pesar de al menos tres repeticiones 
cambiando los parámetros críticos de la PCR, por lo cual fueron excluidas de posteriores análisis. 
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Figura 4: Amplificación por PCR de un fragmento de 834 pb del gen 18 S ARNr de 
Cryptosporidium sp., observado mediante corrida electroforética en geles de agarosa al 1,5%. C 
(+) y C (-): control positivo y negativo respectivamente; M: marcador de tamaño 1kb plus. 

Luego de verificar la amplificación de los productos de PCR, se digirieron los mismos con las 
enzimas de restricción SspI y VspI por separado. Para la primera, los fragmentos de restricción 
esperados para C. parvum son de 449, 254 y 108 pb; y para la segunda, de 682 y 104 pb, como se 
esquematiza en la Figura 5. 

 

Figura 5: Mapa de restricción del fragmento de 834 pb del gen 18 S ARNr de C. parvum con las 
enzimas SspI y VspI. En los cuadros se muestran los fragmentos visibles en un gel de agarosa al 
2% correspondiente a cada enzima. 

A modo de ejemplo se muestran en la Figura 6 los resultados obtenidos para las muestras 2 Mol 
10; 4871 y 4892 digeridas con las enzimas de restricción SspI (A) y VspI (B). 

                  

Figura 6 A y B: Digestión enzimática de un fragmento del gen 18 S ARNr con las enzimas de 
restricción SspI (A) y VspI (B), para tres muestras de ADN de Cryptosporidium sp. A la 
izquierda se marcan los tamaños de bandas del marcador 1 kb plus (M), y a la derecha, la 
identificación de las bandas de acuerdo a lo esperado para C. parvum (A) y C. parvum genotipo 
bovino (B). Los fragmentos digeridos fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%; C (-): 
producto de PCR sin digerir.; C (+): control positivo digerido. 
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Como puede observarse en la Figura 6 A, cuando se digirió con la enzima SspI se obtuvieron 3 
fragmentos: uno de entre 400 y 500 pb, otro entre 200 y 300 pb y uno ligeramente superior a 100 
pb, además se puede observar en C (-) una banda correspondiente de aproximadamente 834 pb, 
representando al producto de PCR sin digerir. Los fragmentos corresponderían a los tamaños 
esperados para C. parvum de 449, 254 y 108 pb. Cuando se digirió con la enzima VspI se 
obtuvieron 2 fragmentos, ligeramente superiores a 600 y 100 pb, respectivamente, los cuales 
corresponderían a las bandas de 628 y 102-104 pb de C. parvum, genotipo bovino (Figura 6 B).  

La restricción con la enzima SspI identifica al agente como Cryptosporidium parvum y la 
restricción con la enzima VspI discrimina el genotipo bovino del humano, dependiendo del 
patrón de bandas de restricción obtenidas. En el caso del genotipo humano, los tamaños 
esperados de las bandas son de 556 y 104 pb (Xiao et al., 1999). 

Por lo tanto y en base a los resultados obtenidos, se confirmó la genotipificación de los ooquistes 
presentes en las muestras analizadas mediante PCR-RFLP como C. parvum de origen bovino. El 
mismo análisis se realizó para el resto de las muestras, demostrando también que las mismas 
corresponden al mismo genotipo.  

SUBGENOTIPIFICACIÓN DE CRYPTOSPORIDIUM PARVUM MEDIANTE EL ANÁLISIS 
DEL GEN GP60  

Se amplificó la región polimórfica del gen gp60 con los primers específicos AL31f y AL35r, que 
amplifican una región de 878 pb en las 23 muestras que resultaron positivas para C. parvum por 
PCR-RFLP. Un ejemplo de los resultados obtenidos por corrida electroforética en gel de agarosa 
al 1,5 % de los productos amplificados se observa en la Figura 7. 

 

Figura 7: Productos de amplificación por PCR de la región polimórfica del gen gp60 analizados 
por electroforesis en gel de 1,5% agarosa. C (+) y C (-): controles positivo y negativo, 
respectivamente; M: marcador de tamaño 1kb plus. 

Se obtuvo un producto de amplificación de entre 850 y 1000 pb para 21 de las muestras. Estos 
productos fueron enviados a secuenciar y se obtuvieron 19 secuencias procesables, las cuales 
fueron analizadas mediante un alineamiento múltiple por ClustalW junto con 6 alelos de 
referencia (IIa, IIb, IIc, IId, IIe y llf), seguido del análisis de distancias filogenéticas mediante 
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Neighbor joining. Se puede observar que las 19 secuencias se agruparon con la secuencia IIa, 
indicando que pertenecen a esta familia de alelos (Figura 8). 

 

Figura 8: Árbol filogenético realizado con el método Neighbor Joining con el programa 
bioinformático MEGA 5.05, a partir de un alineamiento de las muestras secuenciadas y los seis 
alelos de referencia (IIa, IIb, IIc, IId, lle y llf) obtenidos del Genbank.  

Dentro de cada familia de alelos existen diferentes subtipos, que varían en su mayoría en el 
número de repeticiones de los trinucleótidos TCA o TCG que codifican para el aminoácido 
serina. La designación del alelo se hizo en función del número de repeticiones ”TCA” 
(representado por la letra A), ”TCG” (representado por la letra G), y la repetición de la secuencia 
”ACATCA” (representado por el letra R) de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Sulaiman 
et al. (2005). A continuación se muestra un alineamiento de todas las muestras secuenciadas a fin 
de realizar las correspondientes designaciones alélicas. 
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Figura 9: Alineamiento de las regiones polimórficas del gen gp60 de las muestras analizadas 
mediante el programa bioinformático ClustalW. Solo se muestran las regiones polimórficas, ya 
que se eliminaron los segmentos rio arriba y abajo. En amarillo se encuentran remarcadas las 
repeticiones ”TCA”, en celeste las repeticiones ”TCG” y en verde las repeticiones ”ACATCA”. 

Por ejemplo, en el caso de la muestra 4892, su genotipo es IIaA17G1R1, lo cual significa que 
pertenece a la familia de alelos IIa, tiene 17 copias de la repetición TCA, una copia de la 
repetición TCG y una copia de la secuencia ACATCA inmediatamente después de las 
repeticiones de trinucleótidos.  

En las muestras analizadas se observaron 4 subtipos diferentes dentro de la familia de alelos IIa: 
1) IIaA17G1R1 encontrado en 8 muestras, 2) IIaA20G1R1 encontrado en 3 muestras, 3) 
IIaA21G1R1 identificado en 7 muestras y 4) IIaA23G1R1 observado en 1 muestra (Figura 8). 

Por otra parte se analizó la distribución geográfica en la provincia de Buenos Aires de los 
distintos subgenotipos de C. parvum encontrados, de acuerdo al lugar donde se recolectaron las 
muestras, como se ilustra en Figura 10. 
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Figura 10: Distribución geográfica en la provincia de Buenos Aires de los subgenotipos de C. 
parvum de acuerdo a la secuencia del gen gp60.  

 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 

En este trabajo se analizaron muestras de materia fecal de terneros de la provincia de Buenos 
Aires, para la detección de infecciones por Cryptosporidium sp. y su posterior genotipificación. 
Para la detección de ooquistes se observaron al microscopio óptico frotis de materia fecal teñidos 
por Ziehl Neelsen modificada. Esta técnica resultó ser sencilla, rápida y efectiva para la 
detección del parásito. En algunas muestras se detectaron estructuras de aspecto similar a 
ooquistes, pero que no fueron teñidas con la coloración rojiza característica. Estas muestras 
fueron catalogadas como positivas para Cryptosporidium, a pesar que por los resultados de la 
tinción deberían haberse juzgado negativas. Esto es debido a que no todos los ooquistes se tiñen 
con la misma intensidad, unos quedan rojizos, otros rosados y otros no se tiñen. La amplificación 
de secuencias específicas para Cryptosporidium a partir de estas muestras por PCR fue exitosa, 
lo cual demostró al menos una similar sensibilidad entre ambas técnicas para la detección del 
parásito.  

Las muestras de materia fecal recolectadas provinieron de terneros diarreicos y no diarreicos. Se 
observó una correlación entre el hallazgo microscópico de ooquistes y la presencia de diarrea en 
la materia fecal, lo cual es un síntoma de criptosporidiosis. En el caso de las muestras positivas 
por tinción (n=30), 25 (83,3 %) correspondieron a terneros diarreicos y 5 (16,7 %) a no 
diarreicos. Por su parte, en las muestras negativas por tinción (n=20), 7 (35 %) correspondieron a 
terneros diarreicos y 13 (65 %) a no diarreicos. Es decir, el grupo de muestras positivas por 
tinción tiene una mayor cantidad de muestras provenientes de terneros diarreicos y menos de 
terneros sin diarrea, y esta relación cambia en el grupo de muestras negativas por tinción. Es 
importante destacar que las muestras fueron obtenidas de establecimientos donde se habían 
producido brotes de diarrea, por lo que este estudio no permite establecer la prevalencia de 
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criptosporidiosis en la provincia de Buenos Aires. La detección de infección por 
Cryptosporidium sp. en terneros de esta provincia coincide con lo reportado por otros autores 
(Bellinzoni et al., 1990; Del Coco et al., 2008; Sanchez et al., 2007). Los terneros diarreicos, en 
los que no se detectaron ooquistes de Cryptosporidium sp. por microscopía podrían estar 
afectados por otros agentes de la diarrea neonatal de terneros, tales como los agentes bacterianos 
Escherichia coli, Salmonella sp. Clostridium sp. o agentes víricos como Rotavirus bovino, 
Coronavirus bovino y virus de la diarrea viral bovina (Bellinzoni et al., 1990). 

Para la obtención de ADN se utilizó una técnica que combina digestión alcalina de la materia 
fecal y un kit comercial. Esta técnica resultó, en el presente trabajo, más eficiente en la obtención 
de ADN de buena calidad que la purificación de ooquistes seguida de extracción de ADN con 
solventes orgánicos (resultados no mostrados). Además, esta técnica es sencilla y puede aplicarse 
tanto a muestras de materia fecal frescas como congeladas (Maidana et al., 2011a,b; Maidana et 
al, 2012). Cabe destacar, sin embargo, que el método de purificación de ooquistes en gradientes 
de sacarosa ha sido exitosamente aplicado por otros autores (Arrowood y Sterling, 1987; Misic y 
Abe, 2006; Xiao et al., 1999), por lo cual no puede afirmarse que carece de utilidad para este tipo 
de estudios.  

Todos los aislamientos genotipificados en este estudio a través de secuenciación del gen 18 S 
ARNr y por PCR-RFLP fueron identificados como C. parvum. Este resultado coincide con la 
mayoría de los datos expresados en la literatura que han indicado a C. parvum como la especie 
más frecuente en terneros (McLauchlin et al., 2000; Santín et al., 2004; Alves et al., 2003; 
Thompson et al., 2008; Plutzer y Karanis, 2009). 

En este estudio las amplificaciones realizadas para aplicar la técnica PCR-RFLP fueron en un 
solo paso, es decir se llevó a cabo una PCR tradicional con un solo par de primers, lo cual fue 
suficiente para obtener los resultados. Esto es destacado ya que, a diferencia de lo reportado por 
Xiao et al. (1999) y Coupe et al. (2004), no fue necesario en nuestro caso aplicar una PCR 
anidada para la detección de ADN del parásito.  

Ambos métodos empleados para la genotipificación (secuenciación de amplicones del gen 18 S 
ARNr y PCR-RFLP) resultaron efectivos para la detección e identificación de especies de 
Cryptosporidium, con aplicaciones potenciales en el diagnóstico bovino y humano y la vigilancia 
del medio ambiente. Estas técnicas son de fácil implementación en cualquier laboratorio de 
biología molecular. Además, mostraron ser altamente sensibles ya que logró detectarse ADN de 
C. parvum en muestras de bajo contenido de ooquistes (por ejemplo, en una muestra en la que se 
detectó microscópicamente sólo 1 ooquiste luego del recuento en 200 campos). 

La especie C. parvum comprende varios subtipos, algunos de los cuales son zoonóticos o 
antroponóticos. Por lo tanto, para entender la epidemiología molecular de esta especie y para 
controlar la transmisión zoonótica, es esencial identificar las cepas aisladas en el nivel de subtipo 
como mencionan Misic y Abe (2006). El análisis de subtipos basados en el gen gp60 permite una 
mejor investigación de las vías de transmisión y el seguimiento de la fuente de la 
criptosporidiosis. Este estudio mostró que el subtipo gp60 de los aislamientos de C. parvum 
resultaron de la familia de alelos IIa, el cual ha sido reportado como el más común, junto con IIc. 
El primero ha sido identificado en seres humanos y rumiantes, mientras que el último se ha visto 
sólo en los seres humanos, en un estudio realizado en Kuwait (Sulaiman et al., 2005). Los 
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distintos alelos de gp60 pueden a su vez subtipificarse de acuerdo al número de repeticiones 
halladas. El subtipo más común encontrado en el 33,3 % de las muestras fue IIaA17G1R1, el 
cual fue descripto como zoonótico (Plutzer et al., 2009; Jex et al., 2010). Esto no es coincidente 
con los estudios de Boglia et al. (2008) en Alemania, realizados en 134 terneros infectados, en 
los que se encontró que el subtipo más común fue IIa15G2R1. Los subtipos hallados se 
distribuyeron en distintas localidades de la provincia de Buenos Aires, sin una correlación entre 
subtipo y región. Sin embargo, son necesarios datos de más terneros de las mismas y otras 
regiones para tener un panorama más claro del polimorfismo del gen gp60 en nuestro país. Una 
publicación reciente donde se incluyeron estos resultados y otros obtenidos en un total de 49 
muestras de Buenos Aires, Córdoba y Santa Fe indica que ciertos subtipos están posiblemente 
asociados con la región geográfica del muestreo (Tomazic et al., 2013).  

El estudio de C. parvum atrae un interés cada vez mayor, debido a la existencia de graves 
epidemias transmitidas por el agua, alimentos y contacto con materia fecal, la naturaleza 
potencialmente mortal de la infección en pacientes inmunocomprometidos y las pérdidas 
económicas causadas por este patógeno en el ganado bovino.  

El control de esta parasitosis en los animales es muy difícil, ya que no hay drogas terapéuticas ni 
vacunas contra esta infección. Las medidas sanitarias y de higiene pueden ayudar a prevenir la 
presentación de la enfermedad, a disminuir su prevalencia en zonas endémicas y/o a atenuar el 
riesgo zoonótico (Ortega et al., 1999). Sin embargo, la supervivencia y diseminación de éste 
parásito es muy probable, debido a las particularidades del ooquiste: (i) son inmediatamente 
infectantes al salir de su hospedero; (ii) son muy resistentes en el ambiente y pueden permanecer 
infectivos por dos a tres semanas e incluso pueden sobrevivir en el suelo por más de 50 días a 
temperaturas inferiores a los –10 °C (Kato et al.,2002), y (iii) son muy pequeños y resisten a la 
cloración (Atías, 1998; Sturbaum et al.,2001; Krewski et al.,2004). 

Es necesario recalcar que actualmente la criptosporidiosis se considera tanto en los seres 
humanos como en algunos animales, una enfermedad reemergente (Almeida et al., 2006; 
Sunnotel et al., 2006); lo anterior debido al gran aumento de factores que pueden llegar a afectar 
el sistema inmune, provocando inmunodepresión (SIDA, tratamiento con imunosupresores en el 
caso de transplantes, tratamiento quimioterapéutica en el cáncer, y/o la esplenectomía), la cual es 
una condición preponderante en la presentación humana y animal de esta enfermedad (Fayer y 
Xiao, 2008). Sin embargo, individuos inmunocompetentes pueden también presentarla (Romero 
y Herrera, 2002).  

Es necesario realizar aún más estudios acerca de este protozoo, ya que resulta un parásito 
cosmopolita que afecta una gran variedad de animales vertebrados y al hombre, constituyendo 
una causa frecuente de diarrea y por lo tanto un constante y grave problema para la salud pública 
y animal. 
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