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RESUMEN 

 

La diarrea neonatal bovina provocada por Cryptosporidium parvum, es una 

enfermedad parasitaria que produce grandes pérdidas económicas en los rebaños 

lecheros del mundo. Su principal signo es la presentación de diarrea en bovinos 

neonatales. menores a 30 días de edad y se caracteriza a una profusa eliminación 

de ooquistes. El descubrimiento del gen que traduce para la glicoproteína de 60 kDa 

(gp60) de C. parvum que posee dentro de su genoma un segmento polimórfico 

hipervariable de codones que traducen para el aminoácido serina, ha servido para 

el desarrollo de herramientas de epidemiologia molecular por su utilidad para 

caracterizar distintas subpoblaciones a través de la caracterización de distintos 

subtipos. En Chile no existen investigaciones basadas en esta glicoproteína y por lo 

tanto resultó interesante para este trabajo, determinar el o los subtipos presentes 

en una muestra de heces de bovinos neonatales que presentaron diarrea. Se 

utilizaron 36 muestras de heces pertenecientes a dos regiones biogeográfica del 

país: Región Metropolitana (RM) y Región de Los Ríos (RR); previamente 

diagnósticas como positivas a Cryptosporidium spp mediante tinción de Zielh-

Neelsen modificado (ZNm). Las muestras presentaban distinto grado de parasitosis 

y fueron sometidas a una prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

convencional (PCR) del gen SSU 18S rDNA (18S) para confirmar su positividad. 

Veinte y nueve (29/36) muestras resultaron positivas a 18S. Las muestras negativas 

fueron sometidas a una PCR control de amplificación que resultó en la presencia de 

5/7 muestras no amplificadas. Las 29 muestras positivas a 18S fueron sometidas a 

una PCR para amplificar un fragmento del gen gp60, la cual resultó en 15/29 

muestras positivas a este gen. Los amplicones producidos en la PCR gp60, fueron 

secuenciados y analizados mediante programas bioinformáticos. La caracterización 

molecular dio como resultado la presencia de un reducido número de subtipos de 

C. parvum: IIaA15G2R1 (13), IIaA17G2R1 (1) y IIaA17G4R1 (1). La presencia del 

subtipo IIaA15G2R1 concuerda con la literatura internacional en ser el mayormente 

representado, siendo el único subtipo presente en las muestras de la RR y estar 

presente en 3/5 de las muestras de la RM. El subtipo IIaA17G2R1 solo ha sido 
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mencionado en dos oportunidades en la literatura internacional en bovinos 

neonatales, haciendo que esta descripción sea la tercera a nivel mundial. El subtipo 

IIaA17G4R1 solo ha sido descrito en humanos en la literatura revisada y, por lo 

tanto, este trabajo haría su primera descripción en bovinos neonatales. Ambos 

subtipos solo se presentaron en la RM (2/5). Además este estudio confirma la 

utilidad de la técnica de ZNm al ser más sensible que la PCR 18S en detectar la 

presencia de Cryptosporidium spp. El presente trabajo fue el primero en determinar 

el subtipo de C. parvum mediante el secuenciamiento de fragmentos de gp60 en el 

país y caracterización molecular a través de técnicas bioinformáticas. 

Palabras claves: Cryptosporidium, gp60, subtipos, Chile. 
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SUMMARY 

 

Neonatal calf diarrhea caused by Cryptosporidium parvum, it is a parasitic disease 

that produce mayor economic loses in worldwide dairy herds. The principal sign is 

diarrhea in preweaned calves accompanied with profuse oocyst shedding. The 

discovering of the gene that traduce for the 60 kDa glycoprotein of C. parvum which 

have a polymorphic hypervariable serine codon fragment, has served for the 

development of molecular epidemiology tools because the utility in the 

characterization of subpopulations using different subtypes. There are not such 

investigations in Chile based in this gene and that was interesting for the author of 

this work to determine different subtype presents in a small sample of feces from 

neonatal calves. Using 36 samples from two biogeographical districts: Región 

Metropolitana (RM) and Región de Los Ríos (RR), previously modified Ziehl Neelsen 

(mZN) positive, distinct parasitic level was present in the samples and a conventional 

SSU 18S rDNA (18S) Polymerase Chain Reaction (PCR) was made to confirm 

Cryptosporidium spp. Twenty nine (29/36) samples was 18S positive. Negative 

samples was submitted to PCR amplification control that turned out in 5/7 not 

amplified samples. 18S positive samples, was submitted to gp60 PCR that result in 

15/29 positive samples. Amplicons produced, were sequenced and analyzed by 

bioinformatics suites. Molecular characterization of the amplicons shows a reduced 

number of C. parvum subtypes in the samples: IIaA15G2R1 (13), IIaA17G2R1 (1) y 

IIaA17G4R1 (1). Presence of the IIaA15G2R1 subtype it is accord with de 

international scientific communications, the most representative C. parvum subtype. 

This was confirming in RR, which was the unique subtype describe and in RM was 

present in 3/5 samples. Subtype IIaA17G2R1 only has mentioned twice in neonatal 

calf, turning this investigation in the third description of the subtype worldwide. 

Subtype IIaA17G4R1 only been divulgated once in humans, therefore, this 

investigation would be the first characterization in bovines worldwide. Both subtype 

was presents in RM but not in RR. Further, this scientific work confirms the utility of 

mZN over 18S in terms of sensibility. This actual investigation was the first in it type 
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to characterize C. parvum subtypes in Chile by the sequencing and analyzing of 

gp60 gene fragments amplicons. 

Key words: Cryptosporidium, gp60 gene, subtypes, Chile.  
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INTRODUCCIÓN 
 

La diarrea neonatal bovina es una enfermedad entérica multicausal que provoca 

grandes pérdidas económicas en la industria lechera mundial (Klein-Jöbstl et al., 

2014), principalmente ligada a una alta morbilidad y mortalidad durante la etapa de 

cría de los animales (Uetake, 2013). Uno de los agentes causales más importantes, 

es el parásito Cryptosporidium parvum (Protozoo, Apicomplexa), que afecta 

principalmente a bovinos menores a 3 semanas de edad (Ocampo et al., 2012; Fitz-

Sánchez et al., 2013; Lima et al., 2013; Muñoz et al., 2014; Mercado et al., 2015). 

Los cuadros diarreicos se relacionan con una profusa eliminación de ooquistes 

(Masood et al., 2013; Izhaki, 2014). Además, la diarrea puede ser debilitante y 

detrimental, sobre todo si es acompañada de otros agentes como virus o 

enterobacteria (Cho y Yoon, 2014). 

Globalmente, C. parvum ha sido estudiado a nivel de especie, genotipo y 

subgenotipo, caracterizándose las poblaciones y estableciendo las relaciones 

epidemiológicas en la transmisión del parásito (Xiao, 2010; Budu-Amoako et al., 

2012; Salyer et al., 2012; Iqbal et al., 2015). El descubrimiento de la glicoproteína 

de 60 kDa en C. parvum, ha supuesto un avance en este tema dado que además 

de estar relacionado con la motilidad, adhesión e invasión de la célula del hospedero 

(Strong et al., 2000), se puede utilizar como herramienta epidemiológica para definir 

las poblaciones de C. parvum en término de subtipos (Sulaiman et al., 2005) en 

donde se ha observado que existen diversas estructuras poblacionales y diferencias 

en las rutas de infección, rango de hospedero y patogenicidad (De Waele et al., 

2013). Esto cobra importancia dado que es un agente zoonótico que puede ser 

transmitido entre bovinos, humanos y otros animales (Widmer y Sullivan, 2012). 

En Chile, no existen trabajos hasta la fecha basados en esta glicoproteína y solo se 

han realizado estudios basados principalmente en técnicas morfológicas y 

moleculares, que dan como resultado la identificación del parásito solo a nivel de 

género y especie (Neira-Otero et al., 2005; Fredes et al., 2007; Díaz-Lee et al., 2011; 

Muñoz et al., 2011; Muñoz et al., 2014). 
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar los subtipos C. parvum 

presente en muestras de heces de bovinos neonatales de la Región Metropolitana 

y la Región de Los Ríos, mediante el estudio molecular de un fragmento del gen la 

glicoproteína de 60 kDA. 

Al caracterizar molecularmente los distintos subtipos de C. parvum, se podría dar 

inicio a otros estudios relacionado a investigar las fuentes y rutas de infección tanto 

en bovinos como otros animales incluido el humano. Con esta información se 

podrían realizar mejoras en los protocolos de prevención y control de esta 

enfermedad en bovinos, para así aumentar la productividad del ganado lechero y 

disminuir los costos asociados al tratamiento de la diarrea neonatal bovina.  
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

La diarrea neonatal bovina es un síndrome multifactorial que afecta a terneros antes 

del mes de vida y que es resultado de una combinación entre los factores de riesgo 

propios del hospedador y de los agentes infecciosos que la provocan (Blanchard, 

2012). Provoca grandes pérdidas económicas en la industria lechera mundial, 

siendo la diarrea por si sola la causante del 20% de las enfermedades reportadas 

entre los terneros solo en EE.UU (USDA, 2010; Walker et al., 2012). Además, 

provoca pérdidas por disminución en la productividad de las terneras de reposición, 

uso de medicamentos y tratamientos de los animales enfermos (Smith, 2012). 

Dentro del conjunto de agentes causales que la provocan destacan: C. parvum, 

Escherichia coli enterotoxigénica, rotavirus y coronavirus (Cho y Yoon, 2014). 

C. parvum (Protozoo, Apicomplexa) produce una infección parasitaria intestinal 

también conocida como cryptosporidiosis. Este parásito posee una distribución 

cosmopolita y es considerado dentro de los principales protozoos patógenos 

causantes de diarrea en humanos, bovinos y otros animales de importancia 

económica (Rossle et al., 2012; Rahmouni et al., 2013; Aniesona y Bamaiyi, 2014; 

Lassen et al., 2014; Webb et al., 2014; Painter et al., 2015; Quihui-Cota et al., 2015). 

Ernest Edward Tyzzer fue la primera persona en reconocer, describir y publicar 

sobre este parásito que encontraba frecuentemente en las glándulas gástricas de 

una variedad domesticada de ratón común, describiendo las fases asexuadas y 

sexuadas (Tyzzer, 1907) (Ilustración 1) y en 1910 lo describe en gran detalle, 

proponiendo el nombre de Cryptosporidium dada sus características taxonómicas 

inciertas hasta ese momento (Tyzzer, 1910). En 1912, Tyzzer describe el parásito 

demostrando experimentalmente que solo se desarrollaba en el intestino delgado 

de ratones de laboratorio. A este parásito se le propone el nombre de C. parvum 

(Tyzzer, 1912). 

Por décadas los parásitos del género Cryptosporidium no tuvieron importancia como 

patógenos causantes de enfermedades en bovinos, hasta que en 1971, se 

reportaron los primeros casos de cryptosporidiosis en una hembra bovina de 8 
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meses de edad, que presentó  diarrea y debilidad, donde en un corte histológico de 

yeyuno, se encontraron varios estadios del parásito (Panciera et al., 1971). Así 

también, en la misma década, se realizó el primer reporte de esta parasitosis en 

humanos (Meisel et al., 1976; Nime et al., 1976). 

Hasta el momento se han identificado y descrito 25 especies válidas y más de 60 

genotipos de Cryptosporidium, esto dado principalmente a los avances de las 

últimas décadas en biología molecular, bioquímica e informática (Ryan et al., 2014). 

 

Ilustración 1 - Ciclo de vida de Cryptosporidium. Después de la ingestión por 

parte del hospedero, los oosquistes (a) eclosionan y los esporozoitos (b), salen a 

través de una estructura especial en la pared. A partir de los esporozoitos, en el 

sitio de infección del hospedero, se transforman en trofozoitos (c) de los cuales 

se producen 2 o 3 generaciones de merontes (d) de los cuales nacen merozoitos. 

La última generación de merontes (f) forma microgametocitos (g) y macrogametos 

(h), dando inicio a la fase sexuada.  Estos últimos, luego de la fertilización, forman 

el cigoto (i) y posteriormente el ooquiste (k), con lo cual el ooquiste puede salir al 

medio ambiente (j) o reinfectar las células del hospedero. Adaptado de (Fayer y 

Xiao, 2008) 
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Cryptosporidium parvum afecta principalmente a los bovinos, pero puede ser 

transmitido a otras especies incluido el hombre y por lo tanto es considerado 

zoonótico (Xiao, 2010).  

En bovinos, la transmisión de la cryptosporidiosis se produce por el consumo de 

heces contaminadas y un animal susceptible contrae la enfermedad por el consumo 

de ooquistes (Al Mawly et al., 2015). Estos animales pueden infectarse también por 

C. andersoni, C. bovis y C. ryanae, los cuales frecuentemente son encontrados en 

bovinos asintomáticos posterior al destete (Huang et al., 2014; Shrestha et al., 2014; 

Björkman et al., 2015; Qi et al., 2015; Wells et al., 2015; Zhang et al., 2015). 

Cryptosporidium parvum afecta principalmente a terneros de 0 a 3 semanas de edad 

(Imre et al., 2011; Rzezutka y Kaupke, 2013). Provoca diarrea asociada a una 

profusa eliminación de ooquistes en el orden de 3 x 1010 por gramo de heces 

(Zambriski et al., 2013). La patogénesis de la infección no está estudiada totalmente, 

pero los signos clínicos pueden ser asociados a una disminución en la absorción y 

aumento de la secreción a nivel de íleon y las partes proximales del intestino grueso 

(Cacciò y Widmer, 2013). La enfermedad causa en estos animales, un variado grado 

de letargia, anorexia, fiebre y pérdida de la condición corporal, acompañada de 

deshidratación aguda, colapso y muerte, sobre todo si la infección es acompañada 

por Escherichia coli enterotoxigénica o rotavirus (Blanchard, 2012).  

Además de la edad del animal, existen factores de riesgo asociados a esta 

enfermedad en el ganado y que son compartidos con otros agentes causantes de 

diarrea como por ejemplo el manejo de terneros durante el periparto, inmunidad del 

ternero, estrés productivo y contaminación ambiental (Cho y Yoon, 2014). 

La cryptosporidiosis en el ganado está bien documentada en el mundo (Santin et 

al., 2008). La prevalencia a nivel de rebaño varía considerablemente y se ha 

reportado entre un 13-100%, variabilidad que se explica principalmente por el diseño 

experimental y la región donde se realizó el estudio (Del Coco et al., 2014). En Chile, 

la cryptosporidiosis en terneros se ha documentado desde 1986 (Gorman et al., 

1986). En lecherías de la Región Metropolitana de Chile, se ha descrito 

Cryptosporidium en el orden de un 23% a un 49,8% (Gorman et al., 1989; Muñoz et 
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al., 2011). Mientras que en lecherías de la Región de Los Ríos se ha descrito hasta 

un 57,9% de los animales estudiados y en un 100% de las lecherías en un estudio 

del año 2014 (Muñoz et al., 2014). 

La prevención y el control de la cryptosporidiosis en terneros se basan en la biología 

del parásito (Cho y Yoon, 2014), considerando que el ooquiste es resistente al 

ambiente y la mayoría de los desinfectantes utilizados (De Waele et al., 2010). La 

prevención se realiza por medio de la disminución del contacto con ooquistes 

viables, principalmente con medidas higiénicas como limpieza de ternereras, 

utensilios y del personal de manejo y disminuyendo el contacto con animales 

infectados (terneros o adultos asintomáticos) (Ollivett et al., 2012). Además 

Cryptosporidium, es muy resistente a los tratamientos convencionales de agua, por 

ejemplo, los métodos de cloración son inefectivos para eliminar los ooquistes 

presentes (Fayer y Xiao, 2008). Más efectivos, son los métodos no tradicionales que 

involucran Ozono o radiación UV para el tratamiento del agua, que han demostrado 

ser eficiente desactivando los ooquistes de Cryptosporidium (Bridge et al., 2010). 

Este método ha sido rápidamente adoptado por las agencias de protección 

ambiental y es el método de elección para el tratamiento de aguas superficiales y 

de consumo alrededor del mundo (WHO, 2011). 

El tratamiento de la cryptosporidiosis en terneros requiere de rehidratación (oral o 

parenteral), antidiarréicos y farmacoterapia con drogas contra el agente. Esto último, 

mediante el uso de drogas como Halofuginona lactato (Halocur®, MSD Animal 

Health) que ha sido aprobada en algunos países para el tratamiento y la prevención 

de la cryptosporidiosis (De Waele et al., 2010; Wyatt et al., 2010; Baxter, 2013). El 

uso de nitazoxanida, también ha dado buenos resultados en forma experimental, 

disminuyendo la excreción de ooquistes en las heces de terneros con diarrea 

(Ollivett et al., 2012). 

El diagnóstico de laboratorio es necesario para la confirmación de casos de 

cryptosporidiosis. Este se puede realizar en muestras de heces mediante la 

detección de ooquistes, de antígenos de superficie del ooquiste o de DNA del 

parásito (Blanchard, 2012), aunque la examinación histológica de biopsia intestinal 
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también es posible (Wyatt et al., 2010). El método de rutina, aunque esta técnica 

requiere de un operador experimentado, es la examinación microscópica de 

muestras de heces que se utiliza para la detección de ooquistes del parásito, los 

que son previamente concentrados y preservados en formalina (Cacciò y Widmer, 

2013). A través de microscopio óptico, se pueden observar con dificultad los 

ooquistes de Cryptosporidium, ya que miden apenas entre 4 y 5 µm. Estos aparecen 

de pared gruesa, incoloros, esféricos o levemente ovoides y conteniendo cuatro 

esporozoitos en forma elongada (Masood et al., 2013; Weyl-Fenstein et al., 2014). 

La particularidad de que los ooquiste de Cryptosporidium sean incoloros presenta 

un desafío. Esta característica indeseada, puede ser subsanada al diagnóstico dado 

que estas estructuras son ácido-alcohol resistentes y son posibles de identificar 

mediantes tinciones en extendidos de heces, como es la de Ziehl-Neelsen 

modificada (ZNm) (Henriksen y Pohlenz, 1981), que pasó a ser la prueba de 

laboratorio mayormente utilizada (Fayer y Xiao, 2008). Muchos de los ooquistes de 

las distintas especies del género Cryptosporidium son similares en forma y 

dimensiones, por ello la tinción de ZNm, es útil para diferenciarlos  de otros objetos 

microscópicos, pero no para determinar especies (Fayer y Xiao, 2008). Mediante el 

diagnóstico microscópico, no es posible entender la transmisión de las infecciones 

por Cryptosporidium (Xiao, 2010), la cual si puede ser realizada a través de métodos 

moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) (Morgan-Ryan et al., 2002). 

El diagnóstico molecular a través de PCR ha sido utilizado para detectar 

Cryptosporidium con gran sensibilidad bajo condiciones experimentales (Sturbaum 

et al., 2001). Esta técnica está restringida principalmente a laboratorios 

especializados y su sensibilidad varía de acuerdo al tipo de estudio (Fayer y Xiao, 

2008). La efectividad de la detección por medio de PCR, depende de la extracción 

del DNA, la cual se ve obstaculizada por la robustez de la pared del ooquiste (Jex 

et al., 2008). Además, la sensibilidad de la amplificación se ve disminuida por la 

presencia de inhibidores orgánicos e inorgánicos de PCR, presentes en las 

muestras de heces. Inhibidores orgánicos como bilirrubina, sales biliares, y 

polisacáridos complejos (Fayer y Xiao, 2008) e inorgánicos como formalina (medio 
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de preservación de muestras) son potentes inhibidores (Zhang et al., 2013). Por 

estos inconvenientes, los protocolos de extracción de DNA suelen requerir de una 

serie de pasos, que pueden incluir la disrupción de la pared del ooquiste con perlas 

de sílice, ciclos de congelamiento-calentamiento, calentamiento de la muestra y 

eliminación de inhibidores de PCR por tratamiento químico (Jex et al., 2008). 

Existen variados métodos de PCR, desde aquellos que permiten identificar el 

género del parásito, a los que están diseñados para la identificación por especie. 

Estos últimos pueden ser realizados por medio de una PCR por polimorfismo de la 

longitud del fragmento de restricción (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, 

RFLP), por PCR en tiempo real o secuenciamiento de productos de PCR que, de 

acuerdo al laboratorio, son utilizadas como método referencial (Xiao, 2010). 

Los sitios de elección en el genoma (genes) para la identificación de 

Cryptosporidium por medio del secuenciamiento de sus fragmentos mediante PCR,  

han sido la sub-unidad ribosomal 18S (SSU rDNA 18S), lib13, ML1 y ML2, HSP70, 

β-tubulina, COWP y el gen de la glicoproteína de 60 kDa (gp60) (Gatei et al., 2003; 

Tanriverdi et al., 2003; Pirestani et al., 2008; Ahmed et al., 2010; Burton et al., 2010; 

Hadfield et al., 2011). Todos son utilizados en mayor o menor medida, pero trabajos 

recientes han confirmado la utilidad de la secuenciación de un fragmento del gen de 

gp60, en el estudio de la estructura de la población y en la dinámica de la 

transmisión de la cryptosporidiosis (Ruecker et al., 2011; Imre et al., 2013; Navarro-

I-Martinez et al., 2013; Rieux et al., 2013; Sharma et al., 2013; Wilkes et al., 2013). 

Este gen codifica para una glicoproteína precursora de 330 aminoácidos, que se 

expresa durante la fase de merogonia, la cual es escindida proteolíticamente en dos 

glicoproteínas de 15 y 45 kDa, las que se localizan en la superficie de 

esporozoítos/merozoitos y guardan relación con la motilidad y con la adhesión a la 

célula intestinal del hospedero (Strong et al., 2000). 

Su aplicación como marcador genético, está dado por que es un gen único (Strong 

et al., 2000), lo que disminuye la posibilidad de encontrar polimorfismo en la 

secuencia dentro de un mismo individuo, facilitando el análisis directo de la 

secuencia de DNA (Jex et al., 2007). Además, contiene múltiples regiones las cuales 
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muestran una alta tasa de mutación, en especial, una región micro-satélite 

“hipervariable”, que comprende repeticiones de tres nucleótidos que codifican para 

serina (Strong et al., 2000). El gen de gp60 presenta niveles de variación 

nucleotídica mayor que el promedio general en el genoma del Cryptosporidium y 

sus alelos (subtipos) son utilizados para definir grupos dentro de la especie (familias 

de subtipos) (Abal-Fabeiro et al., 2013). Estos son nombrados por medio de un 

prefijo especie-específico “II” para Cryptosporidium parvum (Xiao, 2010) y seguidos 

de una letra para identificar que cada subtipo corresponde a una familia de subtipos 

diferente de gp60, que se diferencian en las rutas de infección, rango de hospedero 

y patogenicidad (Cama et al., 2008; Adamu et al., 2010; Nazemalhosseini-Mojarad 

et al., 2011). Hasta el año 2010 a nivel global, se habían identificado 11 familias de 

subtipo para C. parvum (Xiao, 2010). 

La determinación de cada subtipo se realiza mediante el conteo de trinucleótidos 

para serina presente en la región repetitiva del gen. De acuerdo al tipo de repetición, 

se le asigna una letra (A=TCA, G=TCG y T=TCT), seguido por un número que indica 

cuantas repeticiones presenta. De la misma forma, si este posee repeticiones raras 

como ACATCA, se le asigna una R al final del subtipo (Sulaiman et al., 2005). La 

determinación de cada especie/genotipo y/o subtipo es imprescindible para así 

entender la forma de transmisión y establecer las correspondientes relaciones 

epidemiológicas (Chalmers y Katzer, 2013). También debe tenerse en cuenta que 

gp60 no amplifica para DNA de cualquier otra especie distante de C. parvum (Xiao, 

2010). 

Desde el punto de vista del hospedero y la patogenicidad, el análisis de gp60 tiene 

importancia por su heterogeneidad y relevancia en la biología del parásito. Dado 

esto, es posible relacionarlo con las características propias del hospedero y la 

presentación clínica de la enfermedad (Xiao, 2010). Desde el punto de vista del 

hospedero, se ha reportado que la familia de subtipos de C. parvum IIa afecta 

principalmente a terneros, mientras que la familia de subtipos IId afecta además a 

corderos y cabritos (Quilez et al., 2008a; Quilez et al., 2008b). Remarcablemente, 

la familia de subtipos IIc de C. parvum, solamente ha sido descrito en humanos 
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inmunocomprometidos (Alves et al., 2003). Pero no se han encontrado relaciones 

entre las características clínicas de la enfermedad y las distintas familias de subtipos 

de C. parvum (Zhang et al., 2013). En cambio, en otro parásito donde se ha aislado 

gp60 como C. hominis, se han encontrado claras diferencias en la presentación 

clínica de la enfermedad entre distintas familias de subtipos en zonas endémicas. 

Pacientes humanos positivos al virus de la inmunodeficiencia humana, infectados 

con la familia de subtipo Id de C. hominis, se asocian de mayor forma con diarrea 

crónica que aquellos pacientes infectados con la familia de subtipos Ia (Cama et al., 

2007). 

Existen diferencias geográficas en la presentación de subtipos de C. parvum en 

terneros, que pueden ser de ayuda para predecir la epidemiología de las infecciones 

por Cryptosporidium (Plutzer y Karanis, 2009). Aunque la mayoría de los estudios 

se han realizado en países desarrollados, los resultados indican que los terneros 

son frecuentemente infectados por la familia de subtipo de C. parvum IIa y un 

subtipo en especial (IIaA15G2R1) es el que mayormente afecta a estos animales 

(Xiao, 2010). Una subpoblación de este subtipo es que causaría la mayoría de los 

casos de Cryptosporidiosis en el mundo, dada sus características epidémicas (Feng 

et al., 2013). Otros subtipos, sin embargo, predominan más regionalmente, el 

IIaA16G1R1 en Hungría, Slovenia, Belgrado, Servia, Montenegro y el IIaA18G3R1 

en el Reino Unido y Autralia (Xiao, 2010). También, se ha reportado que todos los 

subtipos de gp60 caracterizados en Australia y Europa solo tienen 1 copia de la 

secuencia de repetición rara ACATCA (R1), mientras que en Estados Unidos tienen 

2 copias de esta secuencia (R2) (Xiao et al., 2007). Por otro lado, la familia de 

subtipos de C. parvum IId ha sido encontrada en terneros de Europa (Xiao, 2010) y 

es la predominante en China y Egipto (Amer et al., 2010; Wang et al., 2011). En 

bovinos de latinoamérica solamente se han realizado estudios en Argentina y Brasil, 

donde predominan los subtipos de C. parvum de la familia IIa como IIaA14G2R1, 

IIaA18G1R1, IIaA19G2R2, IIaA20G1R1, IIaA20G2R2, IIaA22G1R1 (Couto et al., 

2013; Tomazic et al., 2013; Del Coco et al., 2014; Heckler et al., 2015). 
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No hay consenso al respecto de que patrón evolutivo (panmixia, clonal o una 

combinación de ambos) se presenta en el gen de gp60 en la población (Robinson y 

Chalmers, 2012). Investigaciones que se han enfocado en lecherías con historial de 

diarrea, han mostrado que las estrategias de manejo del rebaño pueden afectar la 

distribución de los subtipos de C. parvum (Cacciò y Widmer, 2013). Panmixia podría 

seguir en aquellas regiones del mundo donde la enfermedad es más prevalente, 

con alta densidad de animales y frecuente movimiento de ganado entre distintas 

zonas, permitiendo el apareamiento al azar de la población de C. parvum dentro del 

hospedero (De Waele et al., 2013). En estas zonas con alto movimiento animal, se 

pueden encontrar una discreta cantidad de subtipos de C. parvum en la población 

general, pero varios de estos pueden estar presentes en un rebaño (Cacciò y 

Widmer, 2013). En cambio, en zonas con un bajo movimiento animal, puede existir 

en conjunto una estructura de expansión clonal y algún intercambio genético dentro 

de la población, explicando un bajo índice de asociación entre los distintos subtipos 

de C. parvum, pero una alta diversidad (Drumo et al., 2012). Esto explica la 

presencia de una amplia cantidad de subtipos en la población general, pero la 

presencia de un subtipo por rebaño que puede persistir a través del tiempo (Cacció 

y Widmer, 2013). 

Hasta el presente no existen estudios sobre la diversidad de subtipos de C. parvum 

en Chile ni epidemiológicos moleculares basados en este gen tanto en terneros 

como humanos. En cuanto a la riqueza de estos subtipos posiblemente, dada las 

características geográficas de nuestro país y de perfil productivo, se podrían 

encontrar una discreta cantidad de subtipos. 

De realizarse estos estudios será posible establecer que subtipos de C. parvum 

involucrados en la transmisión, como también variables importantes en la 

epidemiología de la cryptosporidiosis que puedan ser de ayuda en su control y la 

prevención de la enfermedad, que causa grandes pérdidas en la industria ganadera 

nacional como también mundial. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

La cryptosporidiosis en bovinos neonatales de dos regiones biogeográficas de Chile 

es causada por un reducido número de subtipos de Cryptosporidium parvum. 
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OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el subtipo de Cryptosporidium parvum, que afecta a una muestra de 

ganado neonatal con cuadros diarreicos de dos regiones biogeográficas de Chile. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Secuenciar un fragmento del gen de gp60 en muestras de heces que contengan 

ooquistes de Cryptosporidium parvum al examen microscópico. 

 

2. Identificar el subtipo de gp60 en las secuencias generadas desde las muestras 

de heces. 

 

3. Comparar los subtipos de gp60 identificados de dos regiones biogeográficas de 

Chile. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

MUESTRAS 

Para la realización de esta investigación, se utilizaron tres grupos de muestras que 

fueron recolectadas entre los años 2007-2013. Dos grupos de muestras pertenecían 

a dos estudios previos: 1- Título: Sensibilidad de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), tinción de Ziehl-Neelsen y Crypto-strip en el diagnóstico de 

laboratorio de la cryptosporidiosis humana y bovina en Chile. Año de inicio: 2007, 

Año de finalización: 2009. Financiado por VID, Universidad de Chile y 2- Título: 

Creación de un sistema de información geográfica para el diagnóstico del protozoo 

zoonótico Cryptosporidium mediante dos pruebas diagnósticas (ZN y AU) en 

terneros de la provincia de Valdivia, Chile. Proyecto DID S-2010 19 financiado por 

la Universidad Austral de Chile. El último grupo de muestras, fue donado en el año 

2013 por el Prof. Dr. Mario Duchen A. del Departamento de Fomento de la 

Producción Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la 

Universidad de Chile. 

RECOLECCIÓN DE LA MUESTRAS 

Las muestras fueron recolectadas desde terneras diarreicas de menos de 1 mes de 

vida, según protocolo (Anexo 1), directamente del recto de cada animal y se 

depositaron en tubos tapa rosca de 50 ml con etanol al 70%. Los tubos fueron 

transferidos desde su ubicación inicial hacia el laboratorio de la Unidad Docente de 

Parasitología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y se 

encontraban bajo refrigeración a 4°C.  

NÚMERO Y REGIÓN DE ORIGEN DE LAS MUESTRAS 

Para los estudios comparativos 36 muestras fueron elegidas de dos regiones de 

Chile con perfiles productivos lecheros (Tabla 1). La elección del número de muestra 

fue por conveniencia y se basó en la cantidad de ooquistes presentes en ellas. Solo 

se eligieron las que presentaban algún grado de parasitosis al examen de ZNm 

realizados por los investigadores responsables de dichos estudios. 
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Tabla 1 - Número de muestras para el estudio, dividido por región 

Región N 

Metropolitana 18 

De los Ríos 18 

Total 36 

 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

 

TÉCNICA DE TINCIÓN DE ZIEHL-NEELSEN MODIFICADA 

Para cumplir los objetivos propuestos y para verificar el grado de parasitosis de las 

muestras, en forma individual, cada uno de los tubos en los cuales estaban 

contenidas (n=36) fueron centrifugados a 5000 g por 5 minutos y del sedimento 

posterior a la centrifugación, se tomó una pequeña cantidad con la que se realizó 

un extendido de 1 cm de largo por 0,5 cm de ancho en un portaobjeto y se dejó en 

secado a temperatura ambiente. 

Realizado el extendido inicial, se vació fucsina básica sobre el portaobjeto hasta 

cubrir completamente. Luego de esto las láminas se colocaron sobre un mechero y 

se elevó la temperatura de estas hasta la emisión de vapores, sin hervir el colorante. 

Se dejó actuar este último por 20 minutos. Luego se lavó el portaobjeto con agua 

corriente hasta eliminar todo exceso de fucsina. Posteriormente, se vació sobre este 

alcohol-ácido, hasta cubrir completamente el extendido. Se mantuvo el reactivo 

durante 30 segundos y luego se lavó con agua corriente, eliminando todo exceso 

de este producto. Después, las láminas se cubrieron en su totalidad con azul de 

metileno, el cual se dejó actuar por 2 a 5 minutos. Finalmente se lavó la placa bajo 

el agua corriente, eliminando todo exceso de colorante, para finalmente dejar secar 

a temperatura ambiente.  

Los portaobjetos teñidos fueron observados bajo microscopio óptico directamente 

con objetivo 100X en aceite de inmersión. Las muestras se clasificaron mediante un 

sistema de 3 cruces indicando el tenor de parasitismo de las muestras (+=leve; 

++=medio, +++=alto). Para una correcta lectura de las muestras bajo el microscopio 
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óptico, fue utilizado un control positivo correspondiente a una muestra de heces 

bovinas infectada con Cryptosporidium spp. de 3 cruces (+++). 

Una vez que las muestras fueron verificadas de acuerdo a su grado de parasitosis 

por medio de la técnica de tinción de ZNm, estas fueron procesadas mediante 2 

métodos: método 1 que corresponde a la extracción del DNA desde las muestras 

de heces y PCR de gp60 del DNA extraído de cada una de las muestras y método 

2 que corresponde al secuenciamiento de cada una de las muestras positivas a la 

PCR gp60 y posterior análisis informático de las secuencias generadas. 

MÉTODO 1 

EXTRACCIÓN DEL DNA 

Para el objetivo 1, se extrajo DNA mediante el kit comercial ZR Fecal DNA 

MiniPrep™ (Zymo Research, California, USA) diseñado específicamente para 

obtener DNA libre de inhibidores, desde muestras de heces conservadas en etanol 

al 70% (Anexo 2). 

AMPLIFICACIÓN DEL GEN SSU 18S rDNA 

Obtenido el DNA del paso anterior, se realizó una PCR convencional para amplificar 

un segmento del gen de la subunidad pequeña 18S rDNA (Small Subunit 18S 

ribosomal DNA o SSU 18S rDNA por sus siglas en inglés). Se utilizó como templado 

1 µl del producto de extracción directa de heces con los partidores forward 

CR18S3543F (5’ GTT AAG TAT AAA CCC CTT TAC AAG TAT C 3’) y reverse 

CR18S31078R (5’ CCT  CCA ATC TCT AGT TGG C-3’) (Mercado y Ozaki, 

comunicación personal, 2010 y citados por Muñoz et al., 2011) que dan como 

resultado un amplicón de 522 pares de bases (pb). Los productos de PCR 

resultantes serán observados en gel de agarosa TAE 1X al 1%. Además, para la 

reacción de la PCR convencional se utilizó el siguiente protocolo: 

 1 µl de mezcla de dNTP’s 2,5 mM (RBC Bioscience, Taiwan, Rep. De China) 

 1 µl de cada uno de los partidores (20 ng/µl) (Invitrogen, California, USA) 

 0,1 µl de HotMaster® Taq Polimerasa (5 UI/ul) (5Prime, Maryland, USA) 

 2 µl de HotMaster® 10X Reaction Buffer (5Prime, Maryland, USA) 
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 UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water hasta completar 15 µl 

(Invitrogen, California, USA) 

AMPLIFICACION DEL GEN CYB BOVINO (CONTROL DE AMPLIFICACIÓN) 

En aquellas muestras que resultaron negativas a la PCR convencional del gen de 

18S, se realizó una PCR control de amplificación. En esta amplificación se utilizó 

como templado 5 µl del producto de extracción directa de heces, con los partidores 

forward CYB1 (5´ CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA 3´) y reverse CYB2 

(5’ GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA 3´) (Estrada-Chávez et al., 2004). 

Estos partidores dan como resultado un amplicón de 480-500 pb. Para la reacción 

de la PCR se utilizó el siguiente protocolo. Por cada tubo de PCR de 15 µl totales 

se utilizó además: 

 1 µl de mezcla de dNTP’s 2,5 mM (RBC Bioscience, Taiwan, Rep. De China) 

 2 µl de mezcla de partidores F y R (20 ng/µl) (Invitrogen, California, USA) 

 0,1 µl de HotMaster® Taq Polimerasa (5 UI/ul) (5Prime, Maryland, USA) 

 2 µl de HotMaster® 10X Reaction Buffer (5Prime, Maryland, USA) 

 UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water hasta completar 15 µl 

(Invitrogen, California, USA) 

AMPLIFICACIÓN DEL GEN DE GP60 

De las muestras positivas a la PCR  SSU 18S rDNA, con el DNA obtenido en la 

extracción de heces, se realizó una PCR convencional para amplificar solo un 

segmento del gen de gp60. 

En la amplificación se utilizó como templado 2,5 µl del producto de la extracción 

directa de heces, con los partidores forward gp15-ATG (5’ ATG AGA TTG TCG CTC 

ATT ATC 3’) y reverse gp15-STOP (5’ TTA CAA CAC GAA TAA GGC TGC 3’) 

(Strong et al., 2000) que dan como resultado un amplicón de 900-1000 pb. Los 

productos de la PCR convencional generados, fueron preservados en congelador a 

-20ªC. Para la reacción de PCR se utilizó el siguiente protocolo. Por cada tubo de 

PCR de 15 µl totales se utilizó: 
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 1,6 µl de mezcla de dNTP’s 2,5 mM (RBC Bioscience, Taiwan, Rep. De 

China) 

 1,6 µl de mezcla de partidores F y R (20 ng/µl) (Invitrogen, California, USA) 

 0,3 µl de HotMaster® Taq Polimerasa (5 UI/ul) (5Prime, Maryland, USA) 

 1,6 µl de HotMaster® 10X Reaction Buffer (5Prime, Maryland, USA) 

 UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water hasta completar 15 µl 

(Invitrogen, California, USA) 

El resultado de la PCR convencional se verificó mediante la observación del 

amplicón producido, en gel de agarosa TAE 1X al 1%. Para el cumplimiento del 

objetivo 1, dada la producción de un fragmento de buena calidad (peso esperado, 

sin bandas inespecíficas), fue enviado a secuenciamiento. 

MÉTODO 2 

SECUENCIAMIENTO DE LOS PRODUCTOS DE PCR 

Las muestras fueron procesadas mediante secuenciamiento di-deoxiterminal en un 

servicio externo (Macrogen Inc., Seúl, República de Corea), que asegura un 

correcto tratamiento de las muestras enviadas. Este servicio se encargó de purificar 

las muestras, secuenciar y subir sus resultados a una base de datos para su 

posterior análisis. 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LAS SECUENCIAS DE DNA GENERADAS 

Para el cumplimiento del objetivo 2, se analizó cada secuencia para establecer 

género, especie y subtipo de cada una de las muestras.  

Para establecer la especie y familia de subtipo, se utilizó la herramienta 

bioinformática en línea, B.L.A.S.T. (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica de Estados Unidos (National Center for 

Biotechnology Information, NCBI en sus siglas en inglés), la cual mediante el 

alineamiento múltiple de cada una de las secuencias generadas encontró 

similitudes entre las secuencias presentes en la base de datos Genbank® del NCBI. 

La especie del parásito en cada muestra se estableció mediante la comparación de 

aquellas secuencias obtenidas mediante PCR convencional con las secuencias de 
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la base de datos, a través de su porcentaje de identidad (IDENTITY) y valor 

esperado (E-value). En términos comparativos se utilizaron solo las 10 primeras 

secuencias obtenidas que cumplían con identidad igual o mayor al 98%. (≥98%) y 

un valor esperado E≤1x10-6.  

Para establecer el subtipo de cada muestra, se utilizó la metodología propuesta por 

Sulaiman et al., en 2005. El conteo de cada triplete que codifica para serina de la 

región microsatélite hipervariable (tramo de serina), se realizó en el programa 

bioinformático Sequencher® 5.1 (Gene Codes Corporation, Miami, USA). Mediante 

este programa se buscó una secuencia específica del gen que antecede al tramo 

de serina. Esta metodología se utilizó para realizar el conteo de los codones que 

traducen para el aminoácido. Los codones TCA, TCG, TCT y las repeticiones raras 

que pueden aparecer, se codificaron mediante las letras A, G, T y R 

respectivamente. Luego se asignó un número que corresponde al número total de 

estos codones en el segmento polimérico de serinas. 

Posteriormente toda la información obtenida del análisis bioinformático se agrupó 

en una tabla que contenía la identificación, la región de origen, género-especie y 

subtipo de las muestras. 

DESCRIPCIÓN ESTADÍSTICA DE LAS SECUENCIAS DE DNA GENERADAS 

Se presentaron los resultados mediante estadística descriptiva utilizando medidas 

resumen y tablas de frecuencias. Se utilizó el estadígrafo Chi-cuadrado para 

comparar muestras no relacionadas. 
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RESULTADOS 
 

Un total de 36 muestras de heces de ternero diarreicos fueron estudiadas. Los tubos 

de 50 ml que las contenían, presentaban distinta cantidad de heces cada uno, pero 

suficiente para realizar las pruebas moleculares propuestas en la metodología. Las 

heces se presentaron acuosas y sin contenido vegetal. El color variaba de verde 

oscuro a blanquecino. El 100% de las muestras correspondió a terneros no 

destetados, la edad de los cuales fluctuaba entre 0 y 30 días de nacido. Las 

muestras provinieron de dos regiones biogeográficas de Chile: Región 

Metropolitana de Santiago (RM) y Región de los Ríos (RR) que en proporción 

correspondiendo a un 50% (18/36) de las muestras pertenecientes a la  RM y un 

50% (18/36) perteneciente a la RR.  

Para cada región biogeográfica de estudio, las muestras provenían de diversas 

divisiones administrativas. En la RM, se estudiaron muestras provenientes de dos 

comunas, correspondiendo un 66.7% (12/18) a una lechería ubicada en la comuna 

de El Monte en la provincia de Talagante y un 33.3% (6/18) a una lechería ubicada 

en la comuna de Melipilla en la provincia de Melipilla. En la RR, las muestras 

provenían de en 4 lecherías correspondientes respectivamente un 16,7% (3/18) a 

la comuna de Máfil, un 22,2% (4/18) a la comuna de Mariquina, un 22,2% a la 

comuna Valdivia todas en la provincia de Valdivia y un 38,9% (7/18) a la comuna 

Río Bueno en la provincia de Ranco. La distribución biogeográfica de la totalidad de 

las muestras se observa en el Tabla 2. 
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Tabla 2 - Distribución geográfica por comuna de las muestras estudiadas 

Región Comuna n % 

RM El Monte 12 33,30% 

Melipilla 6 16,70% 

RR Máfil 3 8,30% 

Mariquina 4 11,10% 

Río Bueno 7 19,40% 

Valdivia 4 11,10% 

Total  36 100% 

 

El total de las muestras fueron procesadas de acuerdo a la metodología propuesta. 

Las muestras de heces fueron extendidas en un portaobjeto y luego teñidas 

mediante la técnica de ZNm, obteniéndose que en un 75% (27/36) de las muestras 

poseían un bajo grado de presencia de parásitos al examen microscópico, mientras 

que un 11.1% (4/36) y un 13,9% (5/36) poseían un mediano y alto grado de 

presencia de parásitos al examen microscópico, respectivamente (Cuadro 3). 

Posteriormente las muestras fueron procesadas para extracción de DNA según 

protocolo. El DNA resultante fue utilizado para realizar una PCR convencional 18S 

para determinar si existía DNA del género Cryptosporidium en la muestra el cual 

produjo un amplicón de 520 pb. En la totalidad de las muestras estudiadas se obtuvo 

que un 80,6% (29/36) fueron positivas (Tabla 3). El porcentaje de muestras positivas 

por región biogeográfica muestra que en la RM, un 83,3% (15/18) resultaron 

positivas y en la RR un 77,4% (14/18) fueron positivas a las PCR 18S (Tabla 3). 
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Tabla 3 – Resultados al examen microscópico de muestras extendidas y teñidas 
mediante ZNm (grado de parasitosis: + (bajo), ++ (mediano), +++ (alto)) y a la PCR 
convencional SSU 18S rDNA 

 ZNm 18S 

Región + ++ +++ Total Positivas* (%) 

RM 16 1 1 18 15 (83,3%) 

RR 11 3 4 18 14 (77,4%) 

Total 27 4 5 36 29 (80,5%) 

*SSU 18S rDNA Negativas (RM 3/18; RR 4/18) 

Las muestras negativas a la PCR 18S (7/36), se sometieron a una PCR de control 

de amplificación y esta resultó negativa en 5/36 (Ilustraciones 2 y 3)  

Ilustración 2 – 

Electroforesis en gel 

de agarosa TAE 1X al 

1% de las muestras 

sometidas a control 

de amplificación de la 

Región Metropolitana 

(RM). 15=muestra 

15; 16=muestra 16; 

17=muestra 17; 

C+=control positivo a 

Cryptosporidium; C-= 

control negativo; 

100bp=marcador de 

peso molecular de 

100 pares de bases  
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Ilustración 3 – 

Electroforesis en gel 

de agarosa TAE 1X al 

1% de las muestras 

sometidas a control 

de amplificación de la 

Región de Los Ríos 

(RR). 21=muestra 21; 

22=muestra 22; 

25=muestra 25; 

28=muestra 28 

C+=control positivo a 

Cryptosporidium; C-= 

control negativo; 

100bp=marcador de 

peso molecular de 

100 pares de bases 

 

Las 29 muestras positivas a la PCR SSU 18S rDNA fueron procesadas para la PCR 

gp60 de acuerdo los protocolos de la investigación. Esta PCR arroja un amplicón de 

alrededor de 900 pb. De estas 29 muestras, un 51,7% (15/29) resultaron positivas. 

La distribución de positividad a PCR gp60 por región del total de muestras y de las 

muestras positivas a PCR 18S se observa en la Tabla 4.  

Tabla 4 – Muestras positivas a PCR gp60 distribuidas por región de estudio del total 
de muestras positivas a PCR 18S 

Región % (n) Positividad a PCR gp60 

RM 33,3% (5/15) 

RR 71,4% (10/14)* 

*Chi-Cuadrado 2,821, p>0,05, no significativo 

Los productos resultantes de la amplificación del gen de gp60 fueron enviados a 

una empresa externa (Macrogen Inc., Seúl, República de Corea) con el fin de 

obtener su secuencia de nucleótidos a través del procedimiento Sanger (di-
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deoxiterminal). Los resultados obtenidos de la secuenciación de DNA fueron 

cargados en la base de datos de la empresa secuenciadora para su posterior 

descarga a través de internet. Cada una de las secuencias poseía 4 archivos 

informáticos (*.ab1, *.phd.1, *.pdf y *.txt), de los cuales el archivo *.ab1 resultó de 

utilidad para la totalidad de las pruebas bioinformáticas utilizadas, dado que en este 

tipo de archivo se pueden observar la secuencia de DNA como también su 

cromatograma. 

El primer análisis bioinformático que se realizó fue para establecer la especie del 

parásito investigado. Esto se realizó mediante la herramienta bioinformática 

B.L.A.S.T. Se creó un archivo masivo [*.fasta] con todas las secuencias editadas, 

este archivo se subió a la plataforma bioinformática para realizar un alineamiento 

múltiple de cada una de las secuencias con aquellas que se encuentran en la base 

de datos del NCBI. 

Luego de que las secuencias fueron identificadas como C. parvum, se procedió a 

examinar la secuencia de nucleótidos en busca de un segmento repetitivo de 

codones que codifican para serinas para realizar la subgenotipificación. Este 

segmento se encuentra en el extremo 5’ de la secuencia de DNA. Para su 

búsqueda, se utilizó un programa bioinformático (Sequencher ® 5.1) el cual permite 

buscar secuencias de nucleótidos específicas. En C. parvum, el segmento repetitivo 

de gp60 se encuentra precedido de una secuencia única de nucleótidos que se 

caracteriza por presentar 3 guaninas y 1 citosina (5’ GGGC 3’) y que es única en el 

gen de gp60. Esta secuencia se pudo observar en el 100% de los fragmentos (Tabla 

5). Además este segmento polimérico repetitivo se encuentra circunscrito en el 

extremo 3’ por una secuencia de seis nucleótidos, ACATCA que marca el fin del 

segmento polimérico y que también se pudo observar en el 100% de las secuencias 

estudiadas (Tabla 5). Además, este segmento es único en todas las secuencias 

repetitivas de la familia de subtipos IIa de gp60 de C. parvum (Xiao 2010). 
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Tabla 5 – Secuencia de DNA del segmento polimérico del gen de gp60. Se observa 

subrayado y en negrita que este se encuentra circunscrito entre las secuencias 

GGGC por el extremo 5’ y ACATCA por el extremo 3’ 

Muestra Presencia de segmento 5' GGGC 3' y 5’ ACATCA 3’ 

1 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

3 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

7 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

13 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCATCATCAACATCA 

18 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCGTCATCGTCATCATCATCATCA

TCATCATCATCATCATCATCAACATCA 

19 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

24 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

26 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

29 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

30 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

32 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

33 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

34 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 
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35 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

36 
GGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCA

TCATCATCAACATCA 

 

Siguiendo esta metodología se ubicó dentro de las secuencias el fragmento 

repetitivo polimérico (Tabla 5), el cual fue utilizado para subtipificar cada una de 

ellas según la metodología descrita por Sulaiman et al., 2005. La subtipificación dio 

como resultado el panorama observado en el Tabla 6. 

Tabla 6 – Subtipos de gp60 de las secuencias en estudio por región, comuna, 

especie, familia de subtipo y subtipo 

Muestra Región Comuna Especie 
Familia 

Subtipo 
Subtipo 

1 RM El Monte C. parvum IIa A15G2R1 

3 RM El Monte C. parvum IIa A15G2R1 

7 RM Melipilla C. parvum IIa A15G2R1 

13 RM El Monte C. parvum IIa A17G2R1 

18 RM El Monte C. parvum IIa A17G4R1 

19 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 

24 RR Valdivia C. parvum IIa A15G2R1 

26 RR Valdivia C. parvum IIa A15G2R1 

29 RR Mariquina C. parvum IIa A15G2R1 

30 RR Mariquina C. parvum IIa A15G2R1 

32 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 

33 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 

34 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 

35 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 

36 RR Río Bueno C. parvum IIa A15G2R1 
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Estos resultados muestran que en la RR el 100% de las muestras estudiadas 

presentaron el subtipo IIaA15G2R1, mientras que en la RM tres de las muestras 

estudiadas presentaron el subtipo IIaA15G2R1, y otras dos presentaros los subtipos 

IIaA17G2R1 y IIaA17G4R1, respectivamente (Tabla 6). 

Los subtipos de C. parvum fueron caracterizados de acuerdo a su comuna de 

origen. Para la RM, en la comuna de El Monte se observaron 3 subtipos distintos: 

IIaA15G2R1, IIaA17G2R1 y IIaA17G4R1. Mientras que la lechería de la localidad 

de Melipilla solo aportó 1 muestra identificada por el subtipo IIaA15G2R1. En la RR 

solo se observó un solo subtipo, el IIaA15G2R1 en el 100% de las muestras de 

todas las comunas estudiadas (Tabla 6 6). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

PRESENCIA DE CRYPTOSPORIDIUM MEDIANTE LA TÉCNICA DE ZIEHL 

NEELSEN MODIFICADO 

Un 75% de las muestras presentó una baja presencia de ooquistes de 

Cryptosporidium al examen microscópico. Este hallazgo es similar a lo observado 

en un estudio realizado por (Heckler et al., 2015) en el cual observaron que el 

porcentaje de muestras que presentaban una baja cantidad de ooquistes (medido 

en una escala de 5 grados: bajo, medio, moderado, alto y severo), fue de 81,48% y 

12,96% para los grados bajo y medio. Estos porcentajes, pueden ser explicados 

dado que el límite de detección de esta prueba es bajo (Smith, 2012), lo que lleva a 

que independiente del número de ooquistes excretados por el animal, la detección 

de ellos puede ser menor, dada la baja sensibilidad y especificidad de la técnica 

(Jex et al., 2008). 

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD A LA PCR CONVENCIONAL DE SSU 18S 

rDNA 

De las 36 muestras estudiadas, en la RM y RR se observó un porcentaje de 

amplificación de un 83,3% y 77,4% respectivamente, alcanzando a un total general 

de 80,6%. Este porcentaje es esperable en muestras previamente diagnosticadas 

como positivas mediante ZNm (Heckler et al., 2015). La sensibilidad de la PCR 18S 

es menor que la prueba de ZNm. (Muñoz et al., 2011) al comparar la sensibilidad 

de la prueba de ZNm con la PCR 18S, observaron que el porcentaje de muestras 

positivas a la PCR 18S fue de un 64% de 58 muestras positivas a ZNm, porcentaje 

menor al observado en el presente trabajo. Esto hace suponer que el diagnostico a 

través de ZNm es preferible que a través de PCR convencional, a pesar que la 

tinción de las muestras y la posterior observación bajo microscopio, es observador 

dependiente (Cassió y Widmer, 2013).  

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD A LA PCR CONVENCIONAL DE UN 

FRAGMENTO DEL GEN DE LA GLICOPROTEÍNA DE 60 KDA 

 

Un 51,7% (15/29) de las muestras positivas a la PCR convencional de 18S 

resultaron positivas a la PCR convencional de un fragmento del gen de gp60 (33,3% 
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5/15 de las muestras de la RM y 71,4% 10/14 de las muestras de la RR). Este 

porcentaje es esperado dado que el gen es de copia única en el genoma de C. 

parvum (Strong et al., 2000) con respecto al gen de 18S que posee 5 copias en el 

genoma de C. parvum (Le Blancq et al, 1997) lo que daría una menor probabilidad 

al gen de gp60 de amplificar por PCR. De la misma forma, el gen de gp60 

amplificado por los partidores utilizados en este estudio (Strong et al., 2000) da 

como resultado un amplicón de 980 pb en comparación con el gen de 18S que por 

medio de los partidores utilizados (Muñoz et al., 2011) da un amplicón de 520 pb, lo 

que hace disminuir también las probabilidades de amplificar el gen de gp60 al ser 

un amplicón de mayor tamaño (Dieffenbach y Dveksler, 2003). 

Además, este porcentaje menor de aislamiento se puede explicar porque los 

partidores utilizados son género-específico. El marcador 18S amplifica para 

Cryptosporidium spp, lo que significa que el amplicón producido puede ser de una 

amplia variedad de especies del género Cryptosporidium. Los bovinos antes del 

destete son los más susceptibles a la infección en especial por C. parvum, pero se 

ha observado que en otras regiones del mundo Cryptosporidium bovis es el 

responsable de la mayoría de las infecciones (Cassiò y Widmer, 2013). Además, 

existen otras especies de Cryptosporidium que afectan a los bovinos como C. ryane 

y C. andersoni, pero solo se les reconoce un papel infectante solo en adultos (Xiao, 

2010). En Chile no se ha descrito hasta el momento la presencia de las otras 

especies de Cryptosporidum que afectan al ganado, lo que no quiere decir que no 

estén presentes y contaminando el ambiente como lo hace C. parvum. Esto lleva a 

que probablemente, a pesar de que el marcador 18S sea amplificado por la prueba, 

gp60 al ser específico de C. parvum (y otras especies más relacionadas 

genéticamente) (Strong et al., 2000) no amplifique para estas especies. Por lo tanto, 

la menor tasa de aislamiento por gp60 se deba a un conjunto de factores 

relacionados con las características del gen de gp60. Estos resultados son similares 

a los observados por Koinari et al. (2014), en 12 positivas al gen 18S solo 6/12 

resultaron positivas a gp60. Este desbalance a favor del gen SSU 18S rDNA, 

aunque más cercano, fue observado por Ghaffari y Kalantari (2014) quienes en 76 
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muestras positivas al gen  18S amplificaron un 67,1% de muestras positivas a gp60 

(51/76) lo cual confirmaría este fenómeno observado en la presente investigación. 

SECUENCIAMIENTO DE LOS PRODUCTOS DE LA PCR CONVENCIONAL DE 

LA GLICOPROTEÍNA DE 60 KDA 

Los productos resultantes de la PCR convencional de gp60 fueron secuenciados. 

El cromatograma resultante fue analizado con el fin de determinar si era posible de 

utilizar para las siguientes pruebas bioinformáticas. El 100% de las muestras 

enviadas (15/15) resultó positiva en términos de calidad de secuencia al 

cromatograma. Estos resultados son mayores a los observados por Shrestha et al. 

(2014), quienes solo pudieron observar este panorama en un 80% (12/15) de sus 

muestras. La calidad del cromatograma para una buena y segura interpretación de 

cada base debe presentar, según Paparini et al. (2015), señales (peaks) altas y 

estrechas, pero de todas formas si presentar bajos niveles de ruido en el fondo del 

cromatograma, aún puede ser utilizado con la precaución de que este ruido puede 

representar algún tipo de variante genética. Para obtener secuencias de DNA de 

calidad y que presenten un cromatograma que permita una segura interpretación, 

se utilizan vectores de clonamiento en conjunto con la PCR convencional. Mediante 

esta técnica se asegura una correcta lectura de la secuencia de DNA para un 

posterior análisis bioinformático (Molloy y McManus, 2015). Además, se pueden 

observar variantes genéticas dentro de una misma muestra (Gringberg et al., 2013; 

Mercado et al., 2015). Pero para efecto de este estudio, no se realizó dado que se 

escapaban de los objetivos de este trabajo. 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS 

GENERADAS 

Los archivos editados fueron posteriormente analizados siguiendo y adaptando las 

recomendaciones de Nilsson et al. (2012) quienes recomiendan una serie de reglas 

para obtener datos más fiables como por ejemplo establecer de que los datos 

provienen del marcador genético buscado, que su orientación sea 5’ a 3’, que se 

produzca alineamiento de la secuencia en la mayoría de su longitud, que no existan 

errores técnicos en la secuencia y que la identidad de las especies resultantes 

(notación taxonómica) tenga sentido. Este último punto, tiene marcada relación con 

los datos obtenidos de cada alineamiento múltiple en el momento que se estableció 
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el género y especie del parásito, dado que a pesar de obtener un porcentaje de 

identidad ≥98% y que correspondía a C. parvum, se observó dentro de la lista de 

resultados (hits) de B.L.A.S.T. también a la especie Cryptosporidium felis con un 

porcentaje de identidad también ≥98%. Este dato no fue tomado en consideración, 

ya que se consideró un error taxonómico. Los errores dentro de estos repositorios 

de secuencia son comunes, donde se ha estimado que 1 de cada 20 secuencias de 

16S contiene este tipo de errores, por ejemplo. (Ashelford et al., 2005; Shen et al., 

2013). 

Las 15 secuencias estudiadas poseían valores de E-value menores a 10-6 y su 

porcentaje de identidad variaba entre el 98% y 100%. Según (Claverie y Notredame, 

2011) valores de E-value menores a 10-4 y porcentajes de identidad >70% para 

secuencias de DNA, asegura que existe homología entre la secuencia buscada y 

los resultados encontrados en B.L.A.S.T. Esto es interesante, dado que el criterio 

de E-value para la búsqueda de las secuencias generadas en este estudio, fue más 

estricto que el recomendado. De las 15 secuencias estudiadas, 12 poseían un 100% 

de identidad con C. parvum y solo 3 presentaron un 98% de identidad. 

Luego de este análisis, se obtuvo que el 100% de las secuencias estudiadas 

correspondía finalmente a C. parvum. Este resultado es esperado dado que se ha 

descrito que en bovinos neonatales de <30 días, es la especie que predomina en 

las infecciones intestinales por este parásito (De Waele et al., 2011; Al Mawly et al., 

2015). Kaupke y Rzezutka (2015) recientemente también describieron que la única 

especie de Cryptosporidium que infecta a terneros de lechería en Polonia, fue C. 

parvum. En relación a otras especies de Cryptosporidium descritas en terneros de 

menos de un mes, Fayer y Xiao (2008) comunicaron que C. bovis, “Cryptosporidium 

deer-like genotype” y C. andersoni se pueden detectar en bajos niveles en algunos 

bovinos de esta edad. Por su parte Cacciò y Widmer (2013) mencionan que a nivel 

mundial, C. parvum es la especie que causaría infecciones en sobre el 80% de los 

terneros menores de 2 meses de edad, aunque excepcionalmente en algunas 

regiones de países como: Canadá, China y Suecia, C. bovis sería la especie 

mayormente aislada en estos animales. 
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La subgenotipificación dio como resultado que el 100% de las secuencias poseían 

dentro de su secuencia de nucleótidos la presencia de los segmentos 5’ GGGC 3’ y 

5’ ACATCA 3’, entre los cuales e incluyendo a este último, se encuentra el fragmento 

de serinas. Este resultado concuerda con los observados por Grinberg et al. (2013) 

que en un análisis bioinformático a través de herramientas de secuenciamiento de 

segunda generación muestran que el inicio del fragmento de serina perteneciente a 

C. parvum se encuentra precedido de la secuencia de nucleótidos 5’ 

TGTTGAGGGC 3’ y con Xiao (2010) quien en un revisión sistemática muestra que 

en el extremo 3’ del fragmento de serinas de la familia de subtipos IIa de C. parvum, 

se encuentra la secuencia 5’ ACATCA 3’. Esto último tiene alta relevancia en el 

desarrollo de este estudio, ya que con esto se confirma que el 100% de las muestras 

pertenecen además a la familia de subtipos IIa de C. parvum. Estos datos 

concuerdan con la literatura internacional hasta el momento, donde el subtipo IIa 

predomina en la región en países como Argentina y Brasil (Tomazic et al., 2013; 

Couto et al., 2014; Del Coco et al., 2014; Heckler et al., 2015). 

El análisis bioinformático de los fragmentos de serinas encontrados dio como 

resultado que el subtipo mayormente representado en este conjunto de muestras 

fue el IIaA15G2R1, que concuerda con la mayoría de los estudios internacionales 

en ser el más representativo en el ganado y humanos a nivel mundial en países 

industrializados (Xiao, 2010; Feng et al., 2013). En el 2015 Kaupke y Rzezutka 

describieron en Polonia que el subtipo IIaA15G2R1 se determinó en 9/25 terneros 

menores de 1 mes y correspondió a 1 de los 11 subtipos detectados en terneros no 

diarreicos. En los terneros que presentaban cuadros diarreicos, este subtipo fue 

aislado en 1 de 28 animales estudiados y fue 1 de los 7 subtipos aislados en ellos. 

Esto sugiere que en Polonia el subtipo IIaA15G2R1 se aislaría con mayor frecuencia 

en terneros no diarreicos. En el presente estudio, este subtipo se observó en el 

100% de las muestras de terneros diarreicos de la RR y no se detectó otro subtipo, 

por su parte, en la RM fue 1 de los 3 subtipos detectados también en muestras de 

terneros con cuadros diarreicos. Es necesario hacer más estudios que permitan 

fehacientemente relacionar los subtipos con la patogenicidad de las infecciones 

causadas por Cryptosporidium en este grupo etario de animales.  
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Feng et al. (2013) describió que el subtipo IIaA15G2R1 presentaría una alta tasa de 

transmisibilidad como una característica adaptativa.  

Además, en el conjunto de secuencias se observaron otros dos subtipos: 

IIaA17G2R1 y IIaA17G4R1. El subtipo de C. parvum IIaA17G2R1 ha sido descrito 

en diferentes hospederos en Australia, China, Francia, Estados Unidos.(Nolan et 

al., 2009; Collier et al., 2011; Koehler et al., 2013; Mi et al., 2014; Certad et al., 

2015). En bovinos ha sido observado en Australia en 124/268 muestras de terneros 

neonatales en condiciones de pastoreo, confirmando que el subtipo IIaA17G2R1 

puede ser encontrados en bovinos neonatales (Nolan et al., 2009). Kaupke y 

Rzezutka (2015) describen este subtipo tanto en animales sintomáticos como sin 

sintomas digestivos. Con respecto al subtipo IIaA17G4R1 solo ha sido descrito en 

humanos (Waldron et al., 2009; 2011a; 2011b) en casos de cryptosporiodis en 

Australia. Este subtipo se describe por primera en bovinos neonatales menores a 

30 días. El subtipo IIaA17G4R1 también fue detectado a través de clonamiento del 

fragmento de gp60 mediante PCR (Mercado et al., 2015).  

Con respecto a la distribución de los subtipos a nivel regional, se observó que en la 

RM existía la presencia de 3 subtipos en las 5 muestras positivas: IIaA15G2R1 (3), 

IIaA17G2R1 (1) y IIaA17G4R1 (1). Mientras que en la RR solo se observó la 

presencia del subtipo IIaA15G2R1 en 10 muestras. 

A pesar de observar que la diversidad de subtipos dentro de las muestras 

estudiadas, fue mayor en la RM que la RR, es complicado establecer algún tipo de 

relación causal dado que se trabajó como un solo marcador genético (gp60). 

Widmer y Sullivan (2012), advierten que para establecer relaciones epidemiológicas 

es necesario estudiar más de un gen ya que puede existir recombinación genética 

dentro de la población de parásitos. Más aun, proponen que una población o 

subpoblación definida a través solamente por el marcador genético gp60 puede no 

existir en la naturaleza.  

Gp60 es útil para establecer diferencias en la transmisión de la enfermedad, 

principalmente a nivel espacial o georreferencial (Alves et al., 2003). En la RR, solo 

un subtipo se observó dentro del subconjunto de muestra, lo que vuelve a corroborar 
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que ese subgenotipo presenta características altamente infectivas (Feng et al., 

2013) y que sea el causante de la mayoría de las diarreas neonatales en los terneros 

de lechería de esta región y que puede ser consecuencia de las características 

biogeográficas de la región en estudio. Un posible explicación sería que en la 

provincia de Valdivia principalmente, existiría un alto nivel de infección de C. parvum 

(57,9%) medido a través de ZNm y estos resultados serían causados por las 

características edafoclimática de la región, que presenta gran cantidad de cursos 

de agua superficiales (Muñoz et al., 2014). Pero estos datos no son concluyentes, 

dado que el estudio de Muñoz et al. (2014) no entregan información con respecto a 

la presencia de distintos subtipos en la región. Aun así, la relación entre la presencia 

de subtipos de C. parvum y los cursos de agua está bien revisada en la literatura 

(Mahmoudi et al., 2015; Ng-Hublin et al., 2015; Wells et al., 2015).  

En la RM el panorama sería distinto y la presencia de 3 subtipos podría estar 

explicado por un fenómeno biológico como la presencia de recombinación genética, 

que permitiría la presencia de variados subtipos pero con la perpetuación de uno o 

más por rebaño (Drumo et al., 2012, Cacció y Widmer, 2013). 
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CONCLUSIONES 
 

Los resultados obtenidos sugieren una confirmación de la hipótesis planteada, ya 

que se demostró que la cryptosporidiosis en los bovinos neonatales estudiados en 

dos regiones biogeográficas de Chile fue causada por un discreto número de 

subtipos de Cryptosporidium parvum. La presencia de estos subtipos en muestras 

de heces diarreicas en bovinos neonatales es la primera descripción que se realiza 

en Chile.  

Conjuntamente, la observación microscópica de ooquistes de Cryptosporidium spp. 

como método diagnóstico fue más sensible que la PCR convencional SSU 18S 

rDNA, aun utilizando kits de extracción de DNA, que permiten la eliminación de 

inhibidores de la PCR convencional, los que disminuyen la sensibilidad de esta 

prueba molecular. Se pudo determinar que un porcentaje de muestras extraídas 

mantienen un estatus de inhibición. 

Se observó que en la Región Metropolitana hubo más subtipos de C. parvum que 

en la Región de Los Ríos, y que el subtipo mayormente representado en el conjunto 

de muestras de ambas regiones fue IIaA15G2R1, que también concuerda con el 

subtipo mayormente representado en la literatura internacional en nuestro 

conocimiento en bovinos y humanos. La presencia de este subtipo de C. parvum en 

Chile es un riesgo potencial de infección para los humanos como por ejemplo: los 

trabajadores de predios lecheros, médicos veterinarios y estudiantes de medicina 

veterinaria, etc. Se puede afirmar que en Chile está presente el riesgo zoonótico de 

adquirir la cryptosporidiosis. 

La presencia del subtipo de C. parvum IIaA17G2R1, a diferencia del subtipo 

IIaA15G2R1, solo ha sido comunicado una vez en la literatura internacional en 

bovinos neonatales, haciendo que la observación de este en el presente estudio, 

sea la segunda descripción relacionado a diarreas en bovinos neonatales. Además, 

ha sido descrito en humanos, ovinos y caprinos. 
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En literatura revisada la presencia del subtipo de C. parvum IIaA17G4R1 ha sido 

comunicada únicamente en humanos, haciendo que esta divulgación en bovinos 

neonatales diarreicos en Chile requiera ser cuidadosamente confirmada con nuevos 

estudios. 

Nuestros resultados sugieren que los subtipos detectados  al estar relacionados con 

los cuadros diarreicos en los bovinos neonatales estudiados los hace potenciales 

agentes de enfermedad en humanos.  
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RECOMENDACIONES 

 

El presente trabajo de investigación tenía como objetivo describir la diversidad de 

subtipos de Cryptosporidium parvum en muestras de heces diarreicas de bovinos 

neonatales en dos regiones biogeográficas de Chile. 

La sola presencia del subtipo de C. parvum IIaA15G2R1, el cual ha sido reconocido 

en la literatura internacional como un subtipo altamente contagioso y que los 

resultados de esta investigación mostraron que predomina en la mayoría de las 

muestras procesadas, debería llevar a nuevas investigaciones para determinar su 

rol en la prevalencia de las infecciones a nivel nacional. Su alta infectividad está 

relacionada a la proteína que traduce el gen de gp60 (movilización y adhesión a la 

célula intestinal) y por tanto es recomendable abrir paso a nuevas investigaciones 

como por ejemplo la creación de nuevos tratamientos farmacológicos o 

inmunoprofilaxis. 

La descripción de subtipos de C. parvum infectando ganado neonatal bovino en 

nuestro país, no solo debe ser utilizada para generar medidas de control de la 

infección en el rebaño, sino que además dada su utilidad como marcador molecular 

de posible rutas de infección, puede ser usado como herramienta de investigación 

epidemiológica ya sea en rebaño cercanos que comparten cursos de agua como 

también en posible infecciones zoonóticas.  

La utilización de herramientas moleculares y bioinformáticas fueron de gran utilidad 

para la descripción de los subtipos presente en las muestras de heces usadas en 

esta investigación y su aplicación en eventuales estudios de un mayor número de 

animales, predios y regiones biogeográficas permitirían observar un panorama más 

global en términos de subtipos así como la presencia de estos en infecciones mixtas 

en el ganado, las cuales pueden ser las causantes de la aparición de nuevos 

subtipos de C. parvum a través de recombinación genética. 

Finalmente es necesario que los médicos veterinarios especialistas en animales de 

producción, como también los dedicados a la salud pública tomen conciencia que 
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C. parvum está presente en el ganado y que es un agente zoonótico que puede 

infectar otros animales además del bovino como también a los humanos. Se deben 

mejorar las medidas preventivas que se utilizan en el ganado para evitar la 

presencia de diarreas en bovinos neonatales, para así evitar futuras pérdidas en la 

producción por disminución de la productividad de los animales. Además, se debe 

divulgar este tipo de conocimiento tanto a productores, médicos veterinarios y 

público en general para establecer más e mejores planes de prevención y control 

de este tipo de enfermedades.  
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ANEXO 
 

ANEXO 1 
 

PROTOCOLO TOMA DE MUESTRAS DE HECES DE TERNEROS DIARREICOS 

1. Tomar muestra directamente del ano del animal, en tubo de 50 mL con alcohol 

(una muestra por tubo) 

2. Identificar cada muestra, escribiendo en cada tubo el número de ternero que 

corresponde. 

3. Llenar datos solicitados en Tabla de registro con: Número de ternero, fecha de 

nacimiento y fecha de toma de muestra. 

4. Enviar las muestras al Laboratorio de Parasitología de FAVET, U. de Chile. A 

nombre de Dr. Fernando Fredes. 
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ANEXO 2 

 

EXTRACCIÓN DE DNA A TRAVÉS DE KIT DE EXTRACCIÓN ZR FECAL DNA 

MINIPREP™ DE ZYMO RESEARCH 

CONTENIDO DEL KIT 

• ZR BashingBead™ Lysis Tubes (Tubos de lisis) 

• Lysis Solution (Solución de Lisis) 

• Fecal DNA Binding Buffer (Buffer de unión) 

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

• DNA Wash Buffer (Buffer de lavado) 

• DNA Elution Buffer (Buffer de elusion) 

• Zymo-Spin™ IV Spin Filters (Tubos tapa naranja) 

• Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter (Tubos tapa verde) 

• Zymo-Spin™ IIC Columns (Tubos IIC) 

• Collection Tubes (Tubos colectores) 

ANTES DE COMENZAR CON EL PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN SE DEBE 

PREPARAR UN TUBO TAPA VERDE 

1. Sacar del tubo tapa verde del tubo colector 

2. Cortar la base del tubo tapa verde 

3. Volver a colocar en el tubo colector 

4. Centrifugar el tubo tapa verde por exactamente a 8000 g por 3 minutos 
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PROTOCOLO 

1. En el tubo de lisis, se agregan 250 ul de muestra de heces desde el fondo 

del tubo y se agregan 750 ul de solución de lisis 

2. Asegurar el tubo de lisis (cerrar bien) y colocar en vortex a máxima velocidad 

por 5 minutos 

3. Pasado los 5 minutos, centrifugar el tubo de lisis a ≥10000 g por 1 minuto 

4. Posterior a la centrifugación, del sobrenadante del tubo de lisis se transfieren 

400 ul a un tubo tapa naranja con tubo colector 

5. Centrifugar el tubo tapa naranja con tubo colector a 7000 g por 1 minuto 

6. Sacar el tubo de la centrifuga, desechar el tubo tapa naranja sin el tubo 

colector, y en este último, agregar 1200 ul del Buffer de unión al filtrado 

7. Mezclar por pipeteo suave 

8. Pasar solo 800 ul de la mezcla del tubo colector del paso anterior, a un tubo 

IIC con tubo colector 

9. Centrifugar el tubo IIC a 10000 g por 1 minuto 

10. Sacar el tubo de la centrifuga, descartar el filtrado del tubo colector y repetir 

el paso 8 y 9 

11. Agregar 200 ul de Buffer de pre-lavado al tubo IIC con un nuevo tubo colector 

12. Centrifugar a 10000 g por 1 minuto 

13. Agregar 500 ul de Buffer de lavado al mismo tubo IIC con tubo colector 

14. Centrifugar a 10000 g por 1 minuto 

15. Sacar de la centrifuga y colocar el tubo IIC en un tubo de micro centrifuga de 

1.5 ml y agregar 100 ul de Buffer de elución directamente en la columna del tubo 

16. Centrifugar a 10000 g por 30 segundos 
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17. Del tubo de micro centrífuga de 1.5 ml del paso anterior, se transfiere todo el 

contenido a un tubo taba verde (ya preparado) con un nuevo tubo de micro 

centrifuga de 1.5 ml 

18. Centrifugar exactamente a 8000 g por 1 minuto 

19. Desechar el tubo tapa verde y el DNA filtrado del tubo de micro centrifuga de 

1.5 ml se encuentra preparado para cuantificación y/o amplificación 

 


