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Introduccién: Protozoarios parasitos como Cyclospora
cayetanensis, Criptosporidium parvum 'y otras microsporidios han
sido reportadas como patégenos humanos emergentes en los
ultimos afios, causando desde diarreas autolimitantes hasta en-
fermedades crénicas dependiendo del sistema inmune del indi-
viduo. Existe evidencia que fuentes de agua son el primer factor
para la transmision, asi como también frutas y alimentos conta-
minados. El diagndstico de laboratorio para estos parasitos se
basan en la identificacién morfolégica por examen directo en
fresco de materia fecal, preparaciones tefiidas, y observacién mi-
croscopica. Sin embargo, el uso de estas técnicas requiera de la
observacion de un experto. Recientemente se han desarrollado
técnicas de biologfa molecular para la identificacién de estos
patégenos con alta sensibilidad.'” Un problema para la detec-
cién morfoldgica o molecular es la concentracion de los organis-
mos a partir de la muestra ya sea de agua o fecal.

Objetivo: Optimizar un método de extraccion de ADN a partir
de muestras concentradas por el método de floculacién para
identificacién molecular de protozoarios patégenos en mues-
tras de agua.

Metodologia: Se colectaron 4 L. de agua de cuatro localidades
diferentes en la ciudad de Ensenada, B.C. 1) Arroyo el Gallo, 2)
Arroyo los Espafioles, 3) Arroyo Aguajito, 4) Presa Emilio Lopez
Zamora (ELZ). Las muestras se transportaron al Laboratorio
de Epidemiologia Molecular de la Escuela de Ciencias de la Sa-
lud. Para concentrar los ooquistes se utilizé el método de
floculacién con modificaciones. De cadalocalidad se tomaron 3
alicuotas de 11, agregando 10 mL. de CaCl,, 10 mI. de NaHCO,
y ajustando pH 10. Las alicuotas se analizaron con diferentes
tiempos de floculacién, 4, 6y 12 h a temperatura ambiente. Se
eliminé el sobrenadante y se agregd 1M HCI para disolver los
floculos. Se centrifugd a 4,000 rpm 15 min, eliminando el
sobrenadante y conservando los pellets formados. Para la ex-
traccion de DNA, se sigui6 el método CTAB/PVP ® con modi-
ficaciones. Se agreg6 2000 ul. de CTAB/PVP, 16 ul. de f3-
mercaptoetanol, 20 Ul de Proteasa E'y 6 L. de ARNisa, se agit6
envortex y se incub6 a 56°C por 2 horas en agitacion. Se agregd
1000 pL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, se agit6 en vortex
15 min, se centrifugdé 15 min a 5000 rpm y se transfirié el
sobrenadante a un tubo nuevo. Se agreg6 0.7 volimenes de
isopropanol y se dejo toda la noche a -20 °C. Se centrifugd a
13,000 rpm por 30 min. se descarté el sobrenadante y los pellets
de ADN se lavaron con etanol 80 % y se conservaron en 1X TE.
Se corri6 un gel de 1.4 % de agarosa para verificar la cantidad y
calidad del ADN. La identificacién molecular se realizé utilizan-
do los primers F1-R2B ? para amplificar el gen 18S tARN de
Cyclospora, Eimeriay Criptosporidium. Se utilizaron primers especi-

ficos para identificar C. cayetanensis (CC719-CRP999), C.
cercopthect, C. colobi, C. paipnis (PDCL661-CRP999), Eimeria spp.
(ESSP841-CRP999) y C. parvum (CPB-DIAGF) descritos por 2
Los productos se visualizaron un gel de 1.4 % de agarosa.
Resultados: Se logré optimizar el método de concentracion de
ooquistes, determinandose que con 6 h de floculacion se logro
extraer la mayor concentracién de ADN (850 ng/ L) en compa-
racién con 4 h (60 ng/uL) y a 12 h (380 ng) en las muestras de
agua. Por otro lado, se observo que el tiempo de 12 h, el ADN
extrafdo resulto estar degradado. Se logré identificar la presencia
de C. cayetanensis y de Eimeria spp. en la localidad de la Presa
ELZ.

Discusion: C. cayetanensis es un patégeno parasito humano
emergente que ha estado asociado con la contaminacion de fuen-
tes de agua y de parasitos. Los resultados de este trabajo de-
muestran que se puede extraer ADN de calidad de
microsporidios en muestras de agua, el cual puede ser utilizado
para su identificacién molecular.

Conclusiones: La optimizacion del método de concentracion
de ooquistes por floculacion, demostré que 6 h es el tiempo
optimo para obtener ADN de calidad el cual puede ser utilizado
para realizar identificacién molecular por reaccion en cadena de la
polimerasa.
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