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INTRODUGGION

Las varasitosis en México constituyen un tema interesan
te y de gran trascendencia debido a ocue, desafortunadamen-
te, padecemos la presencia de gran cantidad de pardsitos y
gus congecuencias,

A pesar de aue se han observado adelantos dentro de la
parasitologfa clinica, el conocimiento total de muchos pa-
rdsitos es apenas considerabls. Una mayoria de estos orga
nismos invaden el tracto gastrointestinal provocando eintg
maa imprecisos y variados, y el grado de agresividad del -
padecimiento que producen depende, en gran parte, de lagg =
condiciones del huédsped en lo que ase rofi;rt a su estado -
inmunoldgico y de nutricidn.

Durante la Wltima década, el interés sobre un pardsite
1lamado COryptosporidium ha aumentado, mds adn por la cre--
cisente incidencia en personas inmunodeficientes, sobrs to=-
do en aquellas que padecen el sindrome de inmunodeficienw=
cia adquirida (SIDA). Anteriormente se conocfa como una =
causa bien definida de diarrea en animales, pero ae empezd
a tener noticias de casos humanos en diferentes partes del

mundo, incluyendo a México.



Las investigaciones que se han realizado hasta ahora a-
"cerca del Cryptosporidium, han esclarecido bastante el co-
_‘nocimiento de la biolog{a de éste, peroc no por completo. -
i El Cryptosporidium es un protozoario perteneciente al gru-
po de los coccidios, se aloja principalmente en el tracto
"gastrointestinal y el sintoma méds comin que produce es u-
na diarrea, que en niftos mal nutridos y en pacientes inmu-
nodeficientes, pueds ser crénica., El hecho de que dicho -
pardsito ase guede transmitir de persona a persona aumenta
. @1 {ndiece de propagacidn.

Bn lo que se refiere al diagnéstico, se realizaba en te
jidos por medio de ﬁiopsias. pero se ha demostrado que los
exdmenes en heces, realizados con técnicas de tincidn y aue
xiliados con métodos de concentracidn, dan mejores resulta

© dos por la facilidad y rapiderz del proceso, as{ como el ba
jo costo de las mismasa.

. La ignorancia de muchos aspectos sobre el ggxgggggggi--

:!§gg ¥y como consecuencia la falta de un iratamiento espscyi

’ £160. enfatiza la necesidad s importancia de ampliar mds -

- lus investigaciones.



OBJETIVOS

El propésito de la realizacién de este trabajo es el si
guiente:

- Adquirir conocimiento acerca de un pardsito oportunis
ta llamado Cryptosporidium, que se ha descubierto reciente
mente en el organismo humano; mostrando aspectos generales
sobre su desarrollo, manifestaciones clfnicas, diagnéstico
y posible tratamiento.

~ Describir algunoa métodos para la identificacidén del
Cryptosporidium que, por sus caracterfisticas, provean mejo
res resultados y se puedan adaptar en un laboratorio clini
co.

La recopilacién de informacién se hard a partir de - --
1976, fecha en la que se documenté el primer caso de Crip-

tosporidiosis humana.



1. GENERALIDADES SOBRE CRYPTOSPORIDIUM

1.1 Aspectos histdricos

La primera descripcidn y el nombre del Cryptosporidium
se le atribuyen a Tyzzer que, en 1307 lo observd en la mu-
cosa gdatrica de un ratén de laboratorio, Leger en 1911 lo
asigné a la f;milia a la que pertenece y Slavin en 1955 -~
confirmé la presencia de diarrea aguda en perros infecta--
dos por este pardsito, lo cual contribuye que a partir de
esa fecha ne efectusn numerosos estudios con el propdésito
de saber mds acerca del Cryptosporidium(41,13). Los resul
tados que grrojaron algunas de estas investigacionee fue--
ron, la presencia de una variedad de especies a las que ee
clasificd de acuerdo al huésped, en el cual se les habia -
encontrado.

Teipori y colaboradores dudaron de esta clesificacidn,-
por 1o que realizaron experimentos de infeccidén cruzada en
tre diferentes animales, incluyendo vnerros, ratones, bece-
rros, cabras y pollos y concluyeron que, debido a la am~--
plia discrepancia del huésped y a la necesidad de especifi
¢idad de tejido por parte del ﬁaréaito. podia existir una

sola especie en el género Cryptosporidium., Durante este -



periodo, el concepto de Criptosporidiosis definida como --
una infeccidn asintomdtica y rara, cambidé a una causa im--
portante de enterocolitis y diarrea en varias especiés in-
cluyendo al hombre (13).

El primer caso de Criptosporidiosis humana se reportdé -
en 1976, en una nifia de 3 anos atendida en el hospital de
la Universidad de Vanderbilt, Estados Unidos (43): y el =
primero descubierto en México fue en 1984, en un paciente
homomexual de 38 afios de edad atendido en el hospital de ~

Infectologia del Centro Médico La Raza (3).



" 1.2 Taxonomfa.

El Cryptosporidium es un género que pertenece a la fami
lia Cryptosporidijdae, suborden Eimeriina, orden Rucocci--
diida, subclase Coccidia, clase Esporogoa y phylum Apicom-
plexa. Actualmente, el suborden Eimeriina tiene 13 fami--
.1150 y alrededor de 1,500 especies conocidas; sin embargo,
la mayor{fa de éstas pertenecen al género Eimeria y en me--

nor extensién a Isospora. La familia Cryptosporidiidae -

tiene un sélo género que es el Cryptosporidium y aproxima-
damente 11 especies (51), en las cucsles la diferenciacién
morfolégica ae ha basado en las especies del huésped del -
cual se ha obtenido; por ejemplo, a 10s organismos que me
han observado en el mono Rhesus, se les denominé Cryptospo
ridium rhesi, a 108 que se han encontrado en ratones se -
les llamd Cryptosporidium muris y as{ sucesivamente (41).
Aunque tal suposiciénm atribuye que las especies de Cryptos
poridium son especificas para cads huéspsd, esto ss efecti
vo sdlo para muchos organismos que pertenecen al suborden

Bimeriina, ya que de acuerdo a resultados obtenidos en va-

rios estudios expsrimentales, en los que se han realigado



infecciones cruzadas de Cryptosporidium entre diferentes -
mam{feros, se deduce gue hay mucho menos huéspedes especi-
ficos de Cryptosporidium oue como se piensa, y por lo cual,
puede haber otros cambios en la nomsnclatura dentro de es-
te género (41,51).
Por ahora, 86lo cuatro nombres de especies se conside--
ran como v4lidas dentro de la nomenclatura, y éstas son:
Cryptosporidium muris; (Tyzzer, 1907), en mamiferos.
Cryotosporidium meleagridis; (Slavin, 1955), en pdjaros
Cryptosporidium crotali; (Triffit, 1925), en reptiles.

Cryptosporidium nasorum; (Hoover y col.,1961), en peces

(34).
La posicidn del Cryptosporidium en relacién con otras -
especies de importancia médica se muestra en el siguiente

esquema (3,13,41).




Phylum:

Clase:

Subclase:

Orden:

Suborden:

Pamilia:

Género;

PROTOZ0A

!
Sarcomastigophora Apicomplexa Ciligphora

Eaporozoa

Coccidia

Bucoccidiida

HuemosLorina (Malariaﬂ)‘:””,,,—Eiggﬁgina

Sarcocystidae Eimeriidael Cryptosporidiidae

Sarcocystis Eimeria Cryptosporidium
Toxoplasma Isospora



1.3 Ciclo Biolégico.

El ciclo de vidag del crxotosgoridium es similar al de -
otros microorganismos de la clase Egporpzoa. Los esporo--
zoarios se pueden desarrollar de dos maneras: Heteroxénica
en la cual necesitan dos huéspedes para completar su ciclo;
o monoxénico, donde el desarrollo sucede en un solo hués--
ped. Fn cualquiera de las dos formas se realiza una alter
nacién de una fase sexual y una asexusl (3,41); por ejeme--
plo el Plesmodium lleva a cabo su reproduccidén asexual den
tro de los eritrocitos humanos, mientras que la fase -
gsexuzl ocurre en el mosguito andfeles (28).

El Cryptosporidium lleva a cabo su ciclo de vida de una
manera monoxénica, el cual 1o dio a conocer Iseki, en -
1979 (45).

Fase asexual.- La infeccidn comienza con 1la ingestidén -
de un ooquiste, que es la etapa infectante, conteniendo -~
cuatro esporozoitos, 1los cuales se liberan durante la di--
gestidn parcial del ooquiste, debido a la accidn de engi--
mas digestivas cuando pasa a través del estémago (41). Rl

esporozoito tiene que alcanzar la célula huésped intesti--



nal adecuada, colocandose en una posicién seudoexterna; de
esta manera evoluciona para convertirses en un trofozoito -
nutriéndoss de 1la célula misma o de las que se encuentran
a su alrededor. El trofozof{to se considera la etapa mds -
joven del pardsito, contiene organelos citoplasmdticos eu-
caridticos y lleva a cabo la esguizogonia (generacidn mil-
tiple) para dar lugar a un asquigonte con ocho merozoitos
1llamados de primera meneracién (13,41). Estos son de for-
me alargada y ya liberados se adhieren a otras células, pa
ra difundir de esta manera la infeccidn; entonces se redon
dean llevdndoee a cabo un segundo oroceso de esquizogonia,
para formar esquizontes con cuatre ndcleos aue dan lugar a
cuatro merozoftos llamados de segunda generacién; estos me
rogoftos invaden nuevas células, pero asta vez evolucionan
para dar lugar a macrogametocitos o microgametocitos (13,-
41).

Pase mexual.- £l macrogametocito sufre ciertos cambios
para dar lugar a un macrogamsto, mientras gue el microgamne
tocito sufre una divisidn nuoioar produciendo varios micro

gametos; ‘el nimero exacto no se conoce pero sstd alrededor

10



de 12 a 16; éstos contienen un nicleo alargado, ung mito--
condria y un anillo polar de microtuibulos que podria equi=-
valer a un flagelo auxiliar en un movimiento que no se ha
definide, 1o aue hace pensar que la locomocidn se comple-=
menta por una forma de deslizamiento o flexidn (13,41§?§

El microgameto se libera dentro del lumen intestinal y
se une a un macrogameto para dar lugar a un cigoto, 8l -~
cual derivard posteriormente en un ooquiste; éste cugkdo -
estd maduro contiene cuatro esporozoitos, as{ se libera y
sale del cuerpo humeno en las heces ffcales. Existen VB~-—
rias suposiciones referentes a la fd;m;%idn de los esporo-
zo{tos (etapa esporogdnica); se dice que probablemente se
forman mientras que el ooquiste se encuentra adherido a la
célula epitelial intestinal, o cuando éste ya se ha livera -
do. Otra idea es que el cigoto desarrolla un ooquiste con
una pared muy delgada por lo que los esporozoitos se pue--
den liberar fdcilmente dentro del huésped (13,41).

\
El ciclo biolégico completo del Crxgtoagoridiumr%e rea-
<

liza durante 4 & 5 dias aproximadamente (45).
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El ciclo biolégico se esquematiza de la manera siguiente:
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La trayectoria por'la que posiblemente un merogo{to de -
primera o segunda generacién puede reiniciar la esquiso-
gonia se muestra con l{neas punteadas (3,13,41,47).
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Confeccibr de cubeta imdividual.-

Se adaptan dos hojas de cera para bases sobre los dientes pilares re
manentes hasta llegar a la flexién de la mucusa alveolar. Todas las super,
ficies expuustas de yeso se pintan conseparador. Se rropara una hoja de ~
acrflico altocurable mediante una oompresidn entre dos hojas de papel an-
céfEio lubricado. Se adapta sobre el medelo wedificado y se le agrega un~
manguito. Mientras la resina acrilica todavia se haya en estado colistico—
se corta el exceso con bisturf v se recorta todo el acrilico cque se haya-
sobre los pilares hasta el nivel qingiv..al. Se practican estos agujeros pa
ra descubrir los colados para una t€cnica de doble mezcla. los tejidos -
blar&’)s y los dientes maturales intactos se inpresioran con elastfmero y-
los colados del anclaje con yeso. Las ansas de retencién con clips para -
papel se fijan a cada lado de los orificios mediante acrilico pldstico.
Después de la polimerizaci6n se retiran del modelo, la cubeta y la cara -
de alivio. - '

La cubeta individ\ig_aﬂ se ajusta hasta la flexi6n de la mucosa alveolar
en las caras vestibulares y en la cresta milohioidea en la cara lingual.

IMPRESIONES PARA ADITAMENTOS INTERNOS
Prueba de la cubeta individual.-

Qonviene probar la cubeta de acrilico para asegurarse que se le pue~
de colocar y retirar sobre los colados sin que haya interferencia. Se re-
canienda controlar la exposicién total de los colados por vestibular y -
1ingual. )

Recorte muscular con godiva y preparacién de la cubeta.-
Se agrega 1ldpiz de compuesto de modelar a los bordes de la cubeta in

dividyal por cuadrantes y se efect@a el recorte muscular por cuadrantes -
mediante la técnicade degluciSn. Las ventanas de las coronas vencer se o
bliteran con cera plédstica y se adaptan dos capas de cera sobre todos les
colados de los pilares. Ia cera de alivio se utiliva per evitar el contac
to de los elastGmercs, esto se requiere, pues es imposible recolocar los-
colados en la gﬁia de yeso si las carss vestibalar y lingual, contacton -
con la gama.



Bl ciclo bioldgico se esquematiza de la manera siguientes:
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La trayectoria por la que posiblemente un merogo{to de -
primera o segunda generacidn puede reiniciar la esquiso-
gonia se muestra con l{neas punteadas (3,13,41,47).
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1.5 Morfologia.

Los detalles de las diferentes etapas del Cryptospori--
dium se conocen gracias a los hsllaygos realizados, median
te la microscopia electrdnica, en biopsias rectales o ine-
testinales, observdndose 1o siguiente:

- El trofozoito se desarrolla dentro de una especie de
vacuola, por 1o que su citoplasma se encuentra rodeado por
cuatro membranas. Se cree que el origen de las dos membra
nas externas amon de la célula del hudsped mientras que las
dos internas pertenecen al pardsito; si es asf, se afirma
la teoria de gue la posicidn del microorganismo es intra--
‘celular pero extracitoplasmdtico. X1 trofozofto forma una
zona densa elsctrdnica de adherencia en su interfase con -
1a célula huésped (43,45 ).

- El trofozoito es un organismo redondo que mide de 1.5
a 6.04m. de didmetro, contiene un nicleo simple, un nuclg
ole alargado y abundante retfculo endoplasmdtico que llena
la mayor parte del citoplasma (13,41).

- Bl esporozoito tiene una forma alargada midiendo en -

promedio de 1 a 64 m. por 0. 75 m. (45).

13



-~ El esquizonte de segunda generacidn con merozoitos en
maduracidn mide en nromedio 4.4y m. de didmetro, se le ob
servan de 2 a 4 nucleos, un nucleolo simple y una envoltu-
ra nuclear independiente (45).

- Los merozoitos maduros contienen grénulos densos, re-
ticulo endoplasmdtico, unos microtibules o fibrillas gque -
terminan en un anillo polar y una zona denge en el centro,
lo cual indica gue es una estructura conoidal. Los merozo
i{tos de segunda generacidn son un poco mds pequefios que -
loa de primera gensracidén, ya que miden en promedio Qﬂ m.-
nientras qﬁe los otros miden aproximadamente ﬁﬂ m. {13,45)

~ o3 macrogametos miden 5.3 por 5.2/4m. ¥y 8e reconocen
por sus grédnulos densos y granulillos que parecen estar -
compuestos de polisacdridos (13,45).

« Los microgametos miden Zﬂm. por 0.74m. y contienen
como ya se menciond, un ndcleo alargado, una mitocondria -
Yy un anillo polar (45),

- Bl microgametocito mide en promedioc 4.54m. de didme-
tro (45).

~ El ooquiete es eafdrico o ligeramente ovoide que mide

14



de 4 & 54m, de didmetro. Se han deacrito dos clases de -
ellos: uno autoinfectante, poroue estd formado de una pa--
red delgada y puede liberar ficilmente los merogzoitos; y -
otro de pared gruesa que se excreta en las heces fecales -

y es responsable de transmitir la enfermedad (13,41,43).

15



1,5 Bpidemilogfa.

La CriptosporidiOsia puede manifestarse de una manera -
asintomdtica, por lo que existen numerosos reservorios pe-
ligrosos para la propagacién de la enfermedad impidiendo,-
por 1o.consiguiente. valorar exactamente su incidencia(4l).

. Se han realizado estudios en diferentes partes del mun-
do con el fin de conocer las vias por las que el Cryptospo
ridium puede contraerse y transmitirse, concluyéndose que,
en general, sl modo principal de tranemisién es indudable-

. mente por diseminacidn bucofecal de lqs ocoquistes, ya que

&stos se han encontirado casi exclusivamente en heces y ade
mds se ha demostirado experimenialmente en varias especies

animales (41,51). La transmisién del pardsito por medio -
de heces contaminadas sucede en forma directa o indirecta.
Por ;jomplo se realiza directamente durante préct;cgs -
_sexuales en las que exista contacto bucoanal (3,38,41), -
Una forma indirecta se presenta ;uando el agua, comida o -
cualquier otro fémite se expone al medio fecalmente conta~
minﬁdo (9).

- = Qtras maneras donde existe mayor riesgo de transmi---

16



sidn son: centros hospitalarios y guarderias de cuidado --
diario (4,31).

-~ El contacto estrecho con animales doméeticos y/o de -
granja, encontréndose con mayor frecuencia al Cryptospori-
dium en:perros, gatos, becerros, borregos, cabras, monos,
reptiles y aves. Es por esto que se piensa que la Criptos
voridiosis es una enfermedad zoondética (9,20,51).

- Viajes continuos al extranjero, sobre todo lugares co
mo Costa Rica, Leningrado, Africa y Estados Unidos de Nor-
teamérica, donde la incidencia es mayor (9,27,30).

- K1 descubrimiento de que el Cryptosporidium ae ha en=-
contrado adherido a la mucosa de la faringe humana, consi-

dera la posibilidad de que pueda haber transmisidn por con

tacto continuo con secreciones orales {32,39).

17



2. MANIPESTACIONES CLINICAS

La infeccidn por Cryptosporidium se caracteriza clfiniea
ments por un periodo de incubacidn relativamente corto que
varia entre 1 a 12 dfas con una media de 6 & 7 en promedio
después del contacto inicial con el organismo, diarrea a--
cuosa, dolor abdominal, nauseas, vémito, anorexia y pérdi-
da de peso; la fiebre se presenta en pocas ocasionas. La
severidad de estos sintomas eastd determinado por el estado
inmunolégico de la persona (3,13,14).

A continuecién se dan més detalles de las manifestacio-
nes clinicas en personas inmunocompetentes e inmunodefie==

cientesn,

18



2.1 Criptosporidiosis en personas inmunocompetenteas.

Los sintomas de la infeccién se presentan levemente en
las personas que tienen una funcidén inmunolégica normal, =
La diarrea es acuosa y mal oliente con un promedio de eva=-
cuaciones de 1 a 3 por dia, las cuales representan una p‘g
dida de fluidos de 1 a 3} litros por dfa y con una duracidn
que varia de 1 a 30 dias con una media de 12 a 143 se ha -
comprobado que ain cuando la diarrea ha terminado los 0o==
quistes contindan excretdndose por mds de dos semanas ==
{20,49). También se manifiestan deshidratacién, debido a
la pérdida de fluidos y por consiguiente descenso en el pe-
80 corporal; anorexia y vémito que sobrevienen con mds fre
cuencia y en algunos casos son los sfntomas iniciales {13}
dolor abdominal que tiende a aparecer en el cuadrante supe
rior derecho y fiebre moderada de 37.5 a 38.5°C.(20,41,54),

Cuando hay complicacidn con algin otro patégenc como: -

Salmonella, Shigella, Campylobacter, Entamoeba histolytica

o Giardia lamblia,los sintomas son més severos (45). La
incidencia de Criptosporidiosis con respecto a la edad ess

en nifios con menos de un aflo a 10 aflos y en adultos entre

21 a 30 afos, siendo mds severa en los nifios (8,13,50).
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2.2 Criptosporidiosis en psrsonas inmunodeficientes.

Recientemente, el Cryotosporidium ha teﬁido un incremen
to de incidencia en personas que sufren alguna alteracidn
en el funcionamiento de su sistema inmunolégico, como suce
de en los casos de hipogammaglobulinemia, tratamiento con
fdrmacos inmunosupresivos y en el sindrome de inmunodefi--
ciencia adquirida (33,46).

Eate sindrome (SIDA) es una nueva entidad nosoldgice ca
racterizada por deterioro de la inmunidad celular, propi--
ciando la facilidad de contraer infecciones crénicas, opor
tunistas por protozoarios, micobacterias, hongos o virus,
as{ como neoplasias linfdticas o sarcoma de Kaposi (2,3)«

La causa del SIDA ha originado grandes controversias; -
primeramente, cuando la enfermedad pareci{a limitads a homo
sexuales promiscuos, se creia cue dependia de un agente am
biental téxico como el nitrito de amilo que se utiliza co-
mo un estimulante sexual, aunque el efecto inmunosupresor
no ae comprobd (18). ‘

Una segunda hip6t§915 sugirid que el defecto inmune bd-

sico se debe a una sobrecarga antigénica, basdndose en que

20



los hohosexuales se exponen constantemente al semen, el -
cual puede pasar al torrente sanguineo a través del tejido
rectal desgarrado durante las relaciones sexuales anales.
El cuerpo identifica al semen como un antigeno y reacciona
produciendo anticuerpos oue actian como autoanticuergos, -
ya que su accidn no sélo se dirige hacia el semen, sino -
también contra las células del cuerpo humano y en particu=-
lar los linfocitos T, produciéndoge la inmunosuoresién, =
Pampoco esto se ha comprobado (18).

Estudios mds recientes afirmen que el agente causal es
un retrovirus que se ha colocado en el grupo de virus de =
leucemia de células T humanas. Como ya exigten dos tipos
de estos virus, el nuevo relacionado con el SIDA, se le ha
1lamado virus linfotrdpico de células T humenas tipo III o
HTLV~-III, ya que no produce leucemia (18). A Wltimas fe--

chas 1la denominacién para este virus es HIV,

2.2,1 Patogenia por el virus HIV

Como todo virus, los retrovirus se reproducen \inicemen- -

te en las células vivas de una especie que les sirve de =
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huéaped. Lo que distingue a los retrovirus es su método -
singular de reproduccién, en la que interviene una enzima

llamada transcriptasa inversa, la cual deja que el virus -
copie la informacién genética de éste en una forma que pue
da integrarse en el propio céddigo ganético de la célula -
"huésped. Cada vez que se divide una célula hudsped se re—
producen copias virales junto con més células huésped, ca~
da una de las cuales contiene el c¢ddigo viral., Una vez -~
que el virus penetra una célula hudsped, la infeccidn es -
permanente., No obstante, un retrovirus puede no causar -
ningin efecto adverso por muchos afios. Luego, en ciertas

circunstancias desconocidas, puede que el material genéti-
co de la célula hudsped se mctive y produzca nuevos virus.
BEstos pueden ser liberados por las cdlulas hudsped o infeg
tar a otras.

Rl sistema inmunoldgico humano estd formado por un sis-
tema complejo de células y drganos; una falla en cualquier
componente puede perturbar a todo el sistema. Se cree que
los transtornos del sistema ihmunolégico relacionados con

1 SIDA, se originen de un solo defecto en particular: de
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la deplecidn gradual de un grupo especializado de gldbulos
blancos denominados linfocitos T inductores o linfocitos =
T-4. Dichas células juegan un papel clave en la regula-—--
cidn de lg reaccidn inmunitaria: la ponen en marcha. En~-
vian sefiales quimicas que estimulan la produccidén de anti-
cuerpos y activan la maduracidn de varios tipos de células
del sistema inmunoldgico {19).

El virus HIV sdélo infecta al grupo de linfocitos T in--
ductores o cooperadores, por lo tanto, puede ser que el de
fecto subyacente en el SIDA sea por la escasez de este ti-
po de células. Al disminuir las células T cooperadoras se
originaria un deterioro de la respuesta de gnticuerpos de
la célula B, ya que las primeras prdcticamente den “"permie
ao" a las células B, para producir el anticuerpo especifi-
co para determinado antigeno, y también ayudan a aumentar
la produccidén de células B; también se reduciria la rea---
puesta de las células T citotéxicas y T supresoraa al anti
geno y mds ain, originaria una disminucidn en la produc=e-~
¢idn de sustancias conocidas como linfocinas, que activan

los diversos leucocitos, incluyendo a los linfocitos (18).
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Debido a esta disminucidn de células T cooperadoras, la ra
zén de células T cooperadoras/ células T sugrasoras, estd
invertida (18,13).

Bn resumen, una hipdtesis del proceso patogénico se pue
de explicar de la siguiente manera:

a. Infeccién: ElL virus infecta un linfocito T coopera-—
dor quizd de un solo grupo particular de estas células.

b, Activacidn de células T; Bl virus se replica con ma-
yor frecuencia si las c¢élulas se encuentran en estado de -
activacidn, gque ocurre con la presencia de un antigeno. En
tonces las células T se dividen rdpidamente para producir
una ¢lonm de células gendticamente idénticas, capaces de -
combatir al antfgeno. En el SIDA, algunos cofactores anti
génicos como infecciones virales anteriores, miltiples in-
fecciones por enfermedades de tranamisidn sexual, aplica-~
ciones de productos hematolégicos, atc... pueden activar -
la célula T (18).

¢. Replicacidn: Bn la cdlula T cooperadora activada, el
virus puede replicarse y diseéminarse en una proporcidn ma-

yor que las células T cooparadoras. Quizé sean necesarios
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varios ciclos anteriores para que el agotamiento de célu--
las T origine inmunodeficiencia clinica, lo cual explica--
r{a el periodo de latencia variable Y prolongado, antes -~
que se manifiesten los sintomas clinicos (18).

La infeccidn del virus no sélo agota las células T coo-
peradoras, sino oue también puede impedir cue las cdlulas
gobrevivientes funcionen debidamente. Estas se ven imposi
bilitadas de reconocer sustancias extrafias y de iniciar -
reacciones inmunitarias a estos antigenos, a fin de poder-
109 eliminar del organismo. No obatante, la pérdida de la
inmunidad es selectiva y afecta primordialmente las partes
del sistema inmunoldgico que intervienen en la defensa con
tra organismos viricos y hongos (19). As{ pues, como se -
mencioné anteriormente, 103 pacientes con SIDA estdn pro~-
pensos al ataque de infecciones oportunistas, entre las -
gque se encuentran:

Infecciones viralea: Herpes simple, Citomegalovirus.

I. bacterianas: Salmonella typhimurjum, Mycobacterium -

tuberculosis.

I. micdticas: Candida albicans, Cryptococcus neoformans
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I. protozoariales:Pneumocystis carinii, Toxoolasma gon-
dii, Cryptosporidium sp (18,55).

El Cryptosporidium afecta severamente a una persona in-
munodeficiente provocando cominmente los siguientes sinto-
mas clinicos: diarrea acuosa y mal oliente que dura desde
unas gemanas & varios meses o afios, incluso puede permane-
cer de por vida, el numero de evacuaciones son en promedio
de 10 a 25 veces por dia lo que ocasiong una pérdida de -
fluidos de 1 a 10 litros diarios y un marcado descenso de
peso corporal, que corresponden a mds del 50% del peso ini
cial (13,41,45).

La cronicidad de la diarrea se atribuye al hecho de gue
el Cryptomporidium puede iniciar varias veces la esquizogo
nia durante su desarrollo, originando nuevos ciclos biold-
gicos (13,41). La deshidratacidén se presenta a veces tan
aguda que es necesario administrar nutrientes por via pa--
renteral (45,46). El vémito, que también se manifiesta =
con frecuencia al igual aue las nauseas, puede aumentar la
pérdida de fluidom y por lo tanto la deshidratacidn es ma=-

yor. La intensidad del dolor abdominal y la fiebre, se de



ben a la complicacidn de otras infecciones {13,41).
Otros datos de laboratorio que no se atribuyen tanto a
la infeccidn por Cryptosporidium son: anemia progresiva, -
aumento en los niveles séricos de inmunoglobulinas G y M,
linfopenia, 1infadenopatia, esplenomegalia, trombocitope--

nia y leucopenia (15,25,48,55).

2,2,2, Complicaciones por Cryptosporidium.

La Criptosporidiosis intestinal severa, puede causar -
complicaciones” fatales en huéspedes inmunocomprometidos, -“
ya sea afectando la vesicula biliar causando,colecisyitia.
en la cual el paciente sufre de dolor abdom;nal en el cua-
drante superior derecho y una elevacidén en los niveles de
" fosfatasa alcalina; o bien afectando el tracto respirato=-
rio causando neumonia con o ain presencia de tos y abundan

te expectoracidn blanquecina (22,24,32,45).
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2,3 Mecanismo patogénico y de malae absorcidn,

La infeccidn comienze cuando el Cryptosvoridium forme -
una unién fija a le superficie de 1a mucosa intestinal, -
por medio de ciertas cargas electromagndéticas y por la ac~-
cién de pusntes de cationes divalentes o por proteinas con
enlace glucosa-glucosa, facilitando asi la colonizacidn -
del pardsito en la superficie mucosa., Una vez que se rea-—
liza esta unidn sigue la penetracidén a la célula epiteliml
y el comienza del desarrollo del patdgeno, estableciéndose
una relacidn inicial entre éate y el huésped, a la cual se
le atribuye la mayor parte de los cambios que sufre la mu-
cosa y vellosidades intestinales (13),

La mucosa intestinal actuia como una membrans semipermes
ble y durante un proceso normal, el paso de agua en ambas
direcciones de la pared intestinal, se realiza por medio -
de transporte pasivo dependiendo del gradiente osmdtico, -
de menera que el contenido intestinal tiende a ser isoasmd-
tico con el plasma (10). Los gradientes de presidn se es-
tablecen por la absorcidn de solutos, mientras que el agua

pasa a través de la membrana para mantener el equilibrio -
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osmdtico (13). La absorcidén de sodio desempefia un papel -
importante porgue rige la cantidad de agua en el inteatino;
también se lleva a cabo otro proceso llamado secrecidén que
gse realiza por medio del jugo intestinal, rico en conteni-
do de enzimas como la lactasa. Los carbohidratos utiliza-
bles en la dieta son hidrolizados hasta disacdridos o mono
sacaridos, algunos de éstos son absorbidos por transporte
activo, mientras que otros se absorben pasivamente para pa
gar finalmente al torrente sanguineo (10).

Como se ha mencionado anteriormente, la diarrea acuosa
es el sintoma mds caracteristico de la Criptosporidiosis,-
y la mala absorcidn de productos nutrientes estd relaciona
do con la localizacidén del Cryptosporidium, ya que por lo
general se sitda en la porcidén final del inteatino delgado
lugar donde se sabe, es el punto mds especifico para la ab
sorcidén neta de fluidos (2). Durante un proceso de malp -
absorcidn, cualquier nutriente soluble en agua ocasionard
la retencidn de ésta dentro del lumen, causando diarrea -
por desequilibrio osmético, Por lo consiguiente, surge u-

na deficiencia de flujo, tanto del agua como de los nutri-
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entes, desde sl lumen hacia los compartimientos plasmdti--
cos {absorcidn); o bien una mcumulacidén neta de fluides en
la que el agua y los electrolitos pasan al lumen desde el
plaasma (secrecidn); originando con esto ultimo una defi---
ciencia enzimdtica {por ejemplo de la lactasa) y, como con
secuencia, una intolerancia m los disacdridos (en este ca-
80 la lactosa) (10,13).

La lactosa que se encuentra con el agua dentro del lu--
men no se absorbe, por lo gue ocasa al colon donde se hidro
liza por medio de las enzimas bacterianas, formando monosa
cdridos que se metabolizan en parte, pero se absorben mal,
provocando un doble awmento de solutos y agua en el colon,
sobreviniendo una diarrea fermentativa (10,13}, Se dice =
que si el 5% en promedio de carbohidratos derivados de la
Aieta penetrara en sl colon, se produciria una presidn de

3deagm

100 miliosmoles (mOsm) capaces de retener 300 cm
en ol inteatino, por lo tanto la fermentacidn de azicares
a dcidos estimularie un aumento adicional de liquidos seis

veces mayor, as decir 18 litros de agua con nutrientes no

absorbidos, Quizd a esto gse deba el olor fétido de 1las -
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heces, caracteristico de la Crivtosporidiosis (13).

El proceso de mala absorcidn se ha evaluado en diversos
estudios realizando el método siguiente:

Consiste en determinar la excrecidén urinaria de D-xilo-
sa & 1las cinco horas posteriores a la administracidn oral
de 25.0 g. de D-xilosa; recolectando la orina excretada du
rante ese tiempo. También se hace una determinacidn san--
guinea después de dos horas de haber tomado la dosis. Los
valores que se obtienen son inferiores al rango normal que
es: en orina de 4.0 a 8.0 g. y en sangre de 1,70 mgt -

(40,53).
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3. DIAGNOSTICO.

La investigacidn de un mal diarreico sin complicaciones
comprende una gran proporcidn de trabajos en el laborato--
rio microbioldgico, vara su dimgndstico; fallando en mu~--
chas ocasiones en la deteccidn del agente causante (26). -
Recientemente los histooatdlogos, inmundlogos y microbidlo
gos, han puesto mayor interds en las investigaciones sobre
infecciones oportunistas que afectan el tracto gastrointes
tinal, en los que se encuentra el Cryptosporidium, que se
estd manifestando casi con igual frecuencia gue otros paté

genos conocidos, tales como Giardia lamblia, Entamoeba his

tolytica, Shigella y Salmonella (13,42).

A partir del primer caso de Criptosporidiosis humana, -
ol diagndstico se realizdé en tejido por medio de biopsias
y microscopia electrdénica (33), pero en 1981, Tzioori hizo
la primera identificacidn del Cryptosporidium en frotis fe
cales teflidos con colorante de Giemsa, por lo gue actuale=-
mente se ha adoptado esta manera de diagndstico (45). Se
han realizado diversos estudios comparativos con el fin de
desarrollar un método rdpido, sencillo y lo suficientemen-

te sensible para la identificacidén del pardsito, aunque eg
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to depende en gran parte del cuidado que se tenga al rea--
lizar la técnica y también de la experiencia para recono—-
cer al patdgeno (41). A continuacidn se describen algunos
métodos que han dado mejores resultados para este propdsi=-

to.
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3.1 Métodos para concentracidn de oogquistes.
3,1.1 Plotacidn con sulfato de zinc {(técnica Faust).

- Hacer una suspensidn con agua de una pequefia muestra
de heces y colar a través de una gasa.

- Centrifugar durante 45 a 60 segundos a 3,000 rom.

~ Decantar el sobrenadante, agregar mds agua y volver -
a centrifugar. Repetir esta operacidén tres veces aproxima
damente.

- Decantar el ultimo sobrenadante y agregar sulfato de
zinc con una denaidad de 1,180. Centrifugar durante 45 a
60 segundos a 3,000 rom,

-~ Tomar una asada de la superficie del sobrenadante y -
colocarlo en un portaobjetos para observar en fresco o de-

jar secar para tefiir posteriormente (1,36).

3,1.2 Plotacidn con solucién de Sheather.

- Préparar reactivo de Sheather con 500 g. de sacarosa,
320 cc. de agua destilada y 6.5 g. de fenol en cristales.

- Mezclar mvroximadamente 5 g, de heces con el reactivo
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Yy llenar un tubo de centrifuga con esta mezcla,

~ Centrifugar durante 5 minutos a 1,500 rpm.

- Colocar un cubreobjetos sobre el tubo para que los ~
ooauistes se adhieran a é1 y colocarlo después en un porta
objetos, para hacer una observacién en fresco; o bien ha--
cer un frotis pera tefiir posteriormente (16). Una modifi-
cacidn de este método, es usar un tubo de centrifuga con -
rosca para taparlo y evitar la "aerosolizacidn" de los oo-
quistes del pardsito. Después de centrifugar tomar una a-
sada del aobrenadante y colocarla en un portaobjetos. Los
ooquistes suben g la superficie del sobrenadante debido a

la densidad de la solucidn de agzucar que es de 1,27 (16).

3.1.3 Sedimentacidn por el método de Ritchie.

- Emulsionar 5 g. aproximadémente de heces con agua des
tilada.
- = Centrifugar a 2,500 rpm. durante 3 a 5 minutos.

- Decantar, agregar al sedimento 1 & 2 cc. de formol al
10% y dejar reposar durante 5 minutos.

- Afladir 1 ¢ 2 cc. de éter sulfirico y agitar.
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- Centrifugar durante 3 a 5 minutos a 3,000 rpm.
- Decantar el sobrenadante y observar el sedimento en -

fresco, o hacer un frotis delgado para tefiirlo (14,36),
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3.2 7Péenicas de tincidn,
3.2.1 Ziehl-Neelsen, modificada.

-~ Preparar un frotis fecal y fijarlo con calor.
- Cubrir el frotis con carbolfuchsina y calentar hasta ~

emisidn de vapores.

Dejar actuar el colorante durante 5 minutos; si empig

za & secarse el colorante, agregar més pero sin calentar.

Lavar con agua.

- Decolorar con Acido sulfiirico al 5% durante 30 segun-
dos ¢ el tiempo necesario hasta que el frotis towme un ¢o--
lor amarillo al agregar mds dcido.

- Lavar con agua y convrateﬂif con agul de metileno (so
lucidén Loeffler) durante un minuto.

- Enjuasgar y dejar secar para observar sl microscopio,

en objetivos 10 x, 40x y aceite de inmersidén (1,7).

3,2.2 Jenner-Giemsa.

-~ Pijar el frotis con alcohol metilico durante 10 mins.
- Tefiir durante 4 minutos con solucidn diluida de colo-

rante de Jenner en proporcidn de 1:4 con agua amortiguada
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con fosfato a pH= 6.8 (solucidn buffer).

- Sin lavar, agregar colorante de Giemsa diluido econ S0
lucidn buffer en proporcidén de 1:9 durante 10 minutos.

~ Lavar con solucién buffer, Después, cubrir el frotis
con el buffer y dejar actuar durante 10 minutos.

- Bscurrir el frotis y dejar secar pasra su observacidn

al microscopio (36,45).

3,2,3 Carbol-fuchsina con dimetil sulféxido,

- Digolver 4 g. de cristales de fuchsina bdsica en 25cc.
de alcohol al 99% y sgregar 12 g. de cristales de fenol di
sueltos en baMo Maria. A esta mezcla, adicionar 25 cec. de
glicerol Q.P., 25 cc. de dimetil sulféxido y 75 cc. de a--
gua destilada. Dejar reposar 30 minutos y filtrar. Para
la solucidn de contraste, mezclar 220 cc. de solucién acup
sa al 2% de verde malaguita con 30 cc. de dcido acético -~
glacial 99% y 50 cc. de glicerol Q.P,

- Pijar el frotis con metanol absoluto durante 5 a 10 -
segundos.

- Tefiir con solucidn de carbol-fuchsina durante 5 minu-
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tos y lavar con agua.

- Contrate+iir con solucidén de verde malagquita durante -
un minuto.

- Lavar con agua y dejar gecar para observar al micros-

copio (11},

31.2.4 Safranina-azul de metileno.

- Pijar el frotie con dcido clorhidrico al 3% en meta--
nol al 100% durante 3 a 5 minutos. Lavar con agua.

-~ Tefiir con safranina acuosa al 1% durante 60 segs.

- Calentar hasta emisidn de vapores, adicionar mds colg
rante y seguir calentando si es necesario,

- Lavar con agua.

- Contratefiir con azul de metileno al 1% durante 30 se~-
gundos y después, lavar con agua.

- Dejar secar y observar al microscopio (7).

3,2.5 Método de Kinyoun en frio, modificada.

- Preparar un frotis faecal delgado y secarlo al aire.

- Pijar con metanol absoluto por pocos segundos,

39



- Cubrir el frotis con carbol-fuchsina mezclada con ter
gitol al 1% durante un minuto,

- Lavar con agua de la llave hasta ocue desaparezca el -
tono rosado.

= Decolorar con #dcido sulfurico al 10% durante unos se-
gundos.

- Lavar inmediatamente para evitar la sobredecoloracién.

- Contrateiiir con verde brillante o azul de metileno du
rante 30 segundos.

- Lavar y dejar secar para observar al microscopio‘ -
(21,36). Cuando se utilizam una muestra preservada, se re-
comienda teflir con carbol-fuchsina sin el tergitol durante

5 a 10 mins. para dar mejores resultados (45).

3.2,6 Tincién negativa para microscopia electrénica.

~ Se prepara un frotis fecal y se fija con glutaraldehi
do al 0.5%,durante un minuto.

- Se tifle con dcido fosfotﬁngstico al 0.5% o hasta 20%
PpHs 7.07 o con uranil acetato al 2% pH= 7,0 durante 10 mi-

‘nutcos. Dejar secar para observar al microscopio (6),
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3.3 Técnicas inversas.

Hasta ahora se han descrito técnicas por medio de las =
cuales se identifican ooquistes u otras etapas biolégicas
del Cryptosporidium en muestras fecales o en biopsias de -
tejido intestinal respectivamente. Recientemente, se han
probado técnicas de inmunofluorescencia indirecta por las
que se demuestra la formacidén de anticuerpos séricos fren-
te al ergtpsgoridium tanto en personas inmunocompetentes
como en inmunodeficientes, Eate tipo de ensayos consiaste
en conjugar quimicamente colorantes fluorescentes con anti
cuerpos sin interferir con su funcién, exponiendo despuée
el conjugado a los antigenos correappnd;entea en cortes de
tejido o frotis de microorganismos. El punto de inte}ae--
cién antigeno-anticuerpo produce una fluorescencia que se
observa mediante microscopfa ultravioleta (28,36).

A continuacién se deascribe una técnica basada en este -

principio:

3,3,1 Inmunofluoreacencia Indirecta.

- En este caso se emplean porciones de ileon de ratdn,-
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fijndos en etanol al J5%, infectados con Cryptosporidium.

- Hacer diluciones seriadas del suero problema de 1:10
a 1:2560 con solucién buffer salino de fosfato pH= 7.2

- Agregar estas diluciones a las secciones de tejido de
ratén a incubar durante 30 minutos a temperstura ambiente
en una cémera himeda {caja de petri con papel filtro hume-
decido con solucién buffer),

- Enjuagar con la solucidén buffer.

= Cubrir las secciones de tejido con inmunoglobulina po
livalente anti-humana (de conejo) conjugada con isotiocia-
nato de fluoresceina diluido 1:320 e incubar por segunda -
vez durante 30 minutos a temperatura ambiente en la cédmara
himeda.

- Lavar con 1la solucién buffer para ouitar el exceso de
anticuerpo polivalante.

- Tefiir con azul de evano durante un minuto.

- Lavar. Cubrir con solucién de glicerina al 20% en so-
lucién buffer.

- Lavar con la solucifn buffer.

~ Examinar 1a placa con aceite de inmersién, usando luz
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ultravioleta y filtros adecuados.
= Buscar puntos fluorescentas de un tono verde manzana
Interpretar los resultados de acuerdo a la intensidad de -

fluorescencia para cada una de las diluciones usadas (12).

3.3,2 Técnica de ELISA modificada.

El principio del andlisis de inmunoabsorbencia ligada a
enzimas, es medir la cantidad de anticuerpvos o antigenos -
existentes en un suers problema, utilizando una antiglobu-
lina unida a una enzima y un sustrato que se hidroliza con
diche enzima, obteniéndose finalmente un producto colorea-
do (18,38,36). Para esta técnica modificada, se emplean ~
ooquistes purificados con solucién saturada de cloruro de
sodio, log cuales se someten posteriormente a un proceso =
de rompimiento para liberar los esporozoftos, mismos que -
actuardn como antigenos.

- Suspender los antigenos en 0.05 cc. de solucién bu—-—-
ffer de fosfato (PBS) pH= 7.4, oara cubrir las microplacas
con fondo de polieatireno en donde se realizard la técnica

Mantener agsi a 4°c. qurante 14 horas o mds para que 10s an
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t{genos se adnieran bien a las paredes.

- Eliminar la suspensién no adherida; Adicionar 0.1 cc
de PBS con albimina sérica bovina al 1% (PBS-BSA) y dejar
reaccionar durante una hora a 37°€.

= Diluir el suero problema y un suero control negativo
1:10 con PB3-B3A. Trabajar los dos sueros de la misma mas
nera para 198 asiguientes pasos:

- Agregar a cada microplaca preparada, 0.045 cc de los
sueros y dejar reaccionar durante una hora a 3700., o toda
la noche a 8°c.

- Lavar con PB3-B3A.

- Afladir 0.04 cc., de antiguerpo caprino conjugado con -
fosfutael alcalina anti=Igé o IgM humanas, diluido 1:800 -
con PB3-BSA.

~ Incubar durante una hora a 37°c.

- Después, lavar con PB3-BSA.

- Afiadir 0.04 de solucidn sustrato conteniendo 1 mg. de
p-nitrofenil fosfato/ml en dietanolamina 10% (pH= 9.8).

- Dejar reaccionar a tempeiatura ambiente (~23°c) duran-

.te 15 a 60 minutos.
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- Medir a 4054m. en absorbancia, el grado de hidréli--
sis del sustrato a causa de la enzima existente en la mi--
croplaca, La densidad 6ptica de la fase 1iquida es direc-
tamente proporcional a la cantidad de enzima, la que a su
vez se relaciona con la presencia de anticuerpo en el sue-
ro problema. Este estudio se reszliza a intervalos de tiem
oo conocidos para la interpretacidén de los resultados.

- Calcular la media de las lecturas obtenidas de los --
controles negativos para IgG e IgM.

= Calcular la media de las lecturas obtenidas de los ==
gueros problema.

.- Une muestra se considera positiva si la media de las
densidades dpticas es mayor o igual que la media, de los -
controles negativos.

Nota: las lecturas en controles positivos suelen ser mayo=-

res de 1.100 (52).
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3.4 Pijacidn y conservacidn de oocouistes.

Antes de realizar cualouier método psra lz identifica--
cién del Cryptososoridium, se recomienda fijar el frotis fe-
cal con calor, pasando el frotis ligeramente sobre la fla-
ma de un mechero Bunsen para ayudar a adherir los ooquig--
tes al portaobjetoss mds firmemente; aunque ye haya wsido fi
jado qufmicamente (7,13)., Los agentes quimicos que més se
utilizan son: metanol absoluto y dcido clorhfdrico dilufde
al 3% con metanol al 100%.

En algunas ocasiones es necesario conservar las muestras
que contienen ooquistes de Cryptosporidium para garantizar
un suministro constante de material de referencia para la
ensefianza y el diagndstico (13). El hecho de que 10s 00—~
gquistes puedan teflirse aun despuds de un cierto periodo de
almacenamiento, ha llevado a la realizacién de varios ensa
yoa con el fin de conocer las condiciones ideales para que
los oogquistes conserven su propiedad dcido resistente, U-
no de estos ensayos es el siguiente: Se prepararon alicuo
$as de heces conteniendo ooquistes conservados en dicroma=

to de potasio, se sometieron a las temperaturas de -70°C..
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-20%., y a +4% y cada mes se realizaron las técnicas de -
tincién de Ziehl-Neelsen y safranina-azul de metileno, ob-
teniéndose los siguientes resultados:

Los oogquistes mantuvieron su propiedad dgcido-resistente
durante cuatro meses a las temveraturas de -7000. y -20%.
mientras oue a +4°C., dicha propiedad perduré durante ocho
meses en promedio. La técnica de safranina-azul de metile
no proporciond mayores ventajas para llegar a estos resul-
tados (7).

Se sabe también, que los ooquistes mantenidos en conge-
lacién pueden tefiirse satisfactoriamente después de descon
gelarlos. Si se someten a un doble proceso de descongela-
miento se tifie el 30%, aproximadamente; sobre un tercer ci
clo se alcanza a tefilr un 5% y en un cuarto ciclo muy po—-

cos oogquistes retienen la safranina (7).
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4. DISCUSION SOBRE WETODOS DE DIAGNOSTICO.

La fdcil identificacién del Cryptosporidium en el labo-
ratorio depende, como ya se menciond, del cuidedo para rea
lizar el mé&todo y la experiencia para reconocer al parédsi-
to, pero ademés, depende también de la severidad de la in-
feccidn y por lo tanto del ndmero de ooquistes que se es-~
tén excretando al momento de realizar el andlisis{14,42),

La sensibilidad del método que se utilice varia de a=--~
cuerdo a las particularidades de la tincién y el pH utili-
zado (45), Por ejemplo, tiflendo con Jenner-Giemsa los o0o-
quistes se tornan azul celeste con un halo claroc a su alre
dedor y el corpdsculo que contiene se tifle mds intensamen-
te (36,45). Con la téenica Ziehl-Neelsen, los ooquistes,
as{ como sus estructuras internas, esporozoftos y cuerpos
residuales toman un color rosa o rojo, mientras oue las le
‘vaduras y otros elementos se tifien de azul o de un color -
casi negro (1,7). Con la técnica dcido-resistente modifi-
cada con dimetil sulféxido, los ooquistes se presentan de
un color rosa brillante a fucheia contra un fondo verde pd
1ido. Los eritrocitos auedan sin tefiir mientras que los -

leucocitos y otras células toman un color verde azulado y
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los gérmenes, esporas y otros organelos vegetativos, toman
un revestimiento café o negro, Las cualidades de penetra-
cidn del dimetil sulféxido agregado a la carbol-fuchsina -
eliminan la necesidad de calor o vapor y facilitan el tefii
do rdpido; el dcido acético que se incorpora en la soluse-
cidn de contraste es mds suave y simplifica el proceso de

contratefiido de decoloracidn (11). Ademds, el contraste -
de color rosa y verde, es mds fAcil de leer que el rango -
rosa azul pirnura, de un método de Kinyoun o Ziehl-Neglw-=
sen (1,7,45). Se ha demostradc tambidén, que los ocoquige=-
tes que no retienen la carbol-fuchsina con el método Ziehl
Neelsen, se pueden teflir con safianina-azul de metileno, -
Esta tincidn es simple y rdpida y los ooquistes se obser--
van como cuerpos vivamente coloreados de rosa anaranjado y
por lo comin, esféricos o ligeramente ovoides. Los esporg
zoitos que en ocasiones se observan dentro de los ooquis~-
tes, se tiflen ligeramente de oscuro, l1os demds desechos fe
cales toman un color casi negro con el azul de metileno. -
¥l calentamiento es importante ya que se ha comprobado que

cuando no aparece vapor, los ooquistes no retienen la tin-
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cidn (7).

3in embargo, algunos autores recomiendan seguir un pro-
cedimiento en tres etapas, que se detalla a continuacidn:

- Preparacidn de una muestra en fresco con Iodo, pars -
una examinacién e identificacidn preliminar.

~ Método de concentracidn de ooquistes,

- Preparacidn de frotis, para una técnica de tincidn(44’).

En cuanto a las técnicas de ELISA e inmunofluorescencia
indirecta, son muy importantes como auxiliares en el diag-
ndstico del Criptosporidiosis, ya que con ellas se identi- -
fica la presencia de anticuervos frente al Cryptomporidium,

circulantes en el cuerpo humano,
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5. DESARROLLO DE CRYPTOSPORIDIUM
EN UN MEDIO DE CULTIVO.

El crecimiento de este pardsito en un medio de cultivo
de células, provee un medio de estudio sobre su comporta--
miento, desarrollo y metabolismo y, mejor ain, un mecanis-~
mo para la evaluacidén potencial de agentes terapéuticos -
(13,17). A continuacidén se memciona un procedimiento uti-
lizado para este fin:

Después de obtener los ooquistes por un procedimiento ;
de concentracidn, se lavan tres veces sn solucidn salina -
buffer de fosfato pH= 7.2 y se incuban an-esta solucidén --
conteniendo glucosa 0.1%, penicilina 5,000 UI/ml, estrepto
micina 5 mg/ml y anfotericina-B 2Q/4g/m1 durante 3 horas a
3700.. con objeto de matar contaminantes. peapués se la--
van 3} veces y se incuban de nuevo con la solucidn buffer -
conteniendo tripsina 0.25% y taurocolato de sodio 0.75%, -
durante 30 a 60 minutos a 37°C., para obtener esporozoitos
libres. Estos se lavan dos veces en la solucién buffer, -
se resuspenden en un medio de crecimiento que contenga 10%
de suero fetal de becerro, L-glutemina I.Q/(g/hl, penicili
na 100 UI/ml, estreptomicina ( 100/qg/h1) y anfotericina-B

0.25}4g/m1, ¥y ge inoculan sobre una capa de células para -
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su desarrollo. Se incuban durante 4 horas a 37°c. en una

atmésfera de 002 al 5%, para permitir la adhesiéﬁ y dene--
tracidn de los esporozoitos. Después, la capa de células

se lava y se incube de nuevo en lss mismas condiciones, du
rante todo el estudio (17).

Las células que se utilimsaron para este estudio fueron
de pulmén fetal humano, rifién de pollo y rifién porcino. -
La capa de células obtenida despuds de la inoculacidn, se
examina a diferentes etapas de desarrollo del Cryptospori-
dium (17). Los resultados cue se obtuvieron son los si---
guientes: Despuds de las primeras 4 horas de incubacidn,
algunos esporozoitos aln flotaban libres en el medio, vero
la mayorfa ya se habia adherido a las células. A las 8 hg
ras se observaron trofozoitos dentro de una especie de va-
cuola (44). La razén de que los esquizontes contenieando 8
merogoftos representan la primera generacidn y los que con
tienen 4 merozoitos representan la segunda, es que los de
primera generacidén aparecen a las 12 horas, mientras gque -
1os dltimos 1o hacen despuds de 24 horas (41). Las etapas

sexuales (macrogametos y microgametos) se observan a las -
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48 horas., Los ooquistes esporulados, cue morfoldgicamente
son idénticos a aquellds observados en algunos animales in
fectados naturalmente, aparecen en los dfas 7, 11, 18, 28
y 31. Para comnprobar la infectividad de los ooquistes ob-
tenidos, la capa de células se incuba a +4°G. en dicromato
de potasio al 2.5% durante 4 horas, esto tiene por ebjeto
eliminar las demds etapas evolutivas y dejar sélo los 00=-
quistes. Estos se lavan en solucidn buffer y se centrifu-
gan, repitiéndose esta operacidn tres veces; posteriormen-
te se inoculan a varios ratones. Dias después, se pueden
observar las diferentes etapas de Cryptosporidium, aunque
la mayoria de los ooquistes fueron de pared delgada, ea de

cir autotnfectantes (17).
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6. TRATAMIENTO

Hasta ahora no se cuenta con un tratamiento efectivo pa
ra la Criptosporidiosis humana (41). Se han ensayado va--
rios fArmacos, principalmente en personas inmunodeficiente
tes, pero el éxito sdélo se observa cusndo la deficiencia -
inmune principal puede ser invertida de nuevo, por ejemplo
cuando la deficiencia es causada por accidn de fédrmacos in
munosupresivos (47).

Entre los agentes quimioterapduticos que mds se han uti
lizado estdén los siguientes:

Pirimetamina: 500 mg. diarios durante 7 dias.

Metronidazol: 1.5 g. al dfa durante T d{as.

anfotericina~B: 5 & 50 mg. cada tercer dia, durante 40
dias. .

Primetoprim-Sulfametoxasol: 320 mg.~1600 mg. diarios du
rante 5 dias.

Purazolidona: 400 mg. diarios durante 10 dfas.

Espiramicine: 3 g. diarios durante S semanas (41,47,50)

El fdrmaco, que hasta ghora, ha dado mejores resultados
es le espiramicina, que fue aislado del Streptomyces ambo-

flaciens, en 1954, La espiraminina es un antibidtico ma--

54



crdlido de amplio espectro que contiene un anillo lactona
grande, el cual se sustituye con unc o mds residuos de azé
car, que son importantes para su actividad. El jugo gés--
trico no afecta al fdrmaco cuando se ddministra por via o-
ral, produciendo niveles sanguineos eficaces y prolongados
con una sola dosis (10,35). En una forma general, cuando -
se administra a personas inmunodeficientes con Criptospori
diosia, se observa un ligero mejoramiento gradual sintomd-
tico y disminucidén o resolucién de la diarrea, aunque los
ooquistes continden excretindose en las heces. Desafortu-
nadamentea estos caaos de criptosportdiosia ge complican de
bido a la presencia de otras afecciones por 1o que, des---
pués de un tiempo de dejar el tratamiento, sobrevienen re-
cafdas o incluso las personas mueren sin hebérseles erradi
cado el pardsito (47). Cabe mencionar que ninguna muerte
ge ha atribufdo al Cryptogporidium (41),

Rn personas inmunocompetentem, cualquiera de los f4rma-
cos antes mencionados da mejorss resultados que en perso--
nas inmunodeficientes, siempre'y cuando no haya complica=--

cién con otras infecciones; en algunos cagos no es necesa—
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rio seguir un tratamiento muy prolongado, ya que la diarre
a suele terminar en poco tiempo (20,41,49). A pesar de to
40, adn no se puede afirmar que se ha establecido algin -
fédrmaco para el tratamiento bisico de Criptosporidiosis -~
humana.

A continuacidn se enlistan algunos agentes antimicrobia
nos que han resultado ineficaces contra la infeccién por -

Cryptosporidium, en humanos (23).

Weinstein y cols, Stemmermenn y cols.
Sulfimoxazol M¥epacrina
¥etronidarol Colistina
Clorogquina Oxitetraciclina
Primaquina Piperazina
Loperamida Tiobendazol
Pentamidina Ampicilina
Sulfatalidina ) Britromicina

" Penicilins
Sloper y cols. Gentamicina
Pirimetamina . » Cloxacilina
Sulfaediazina
Levamisol
Colestiramina.
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7. DISCUSION GENERAL

La importancia del Cryptosporidium como un patégeno in-
tastinal, tanto en personas inmunocompetentes como inmuno-
deficientes, crece dfa a dia., Las investigaciones refle--
jan una extensa colaboracidn entre médicos, veterinarios y
clinicos, aunque desafortunadamente gquedan muchos puntos -
por aclarar. %l pardsito tiene una clasificacién dentro =

la familia Cryptosvoridiidae, pero puede haber cambios en

la nomenclatura debido al poco conocimiento que se tiene -
gobre la especificidad de huésped. Primeramente se le co-
nocia como una enfermedad zoondtica, epidemioldégicamente -
hablando, dado que sdlo existian referencias de contagio =
animal-hombre, pero este concepto ha cambiago por las evi-
dencias que hay de transmisién de persona a persona.

El ciclo de vida que lleva a cabo el Cryptosporidium, =
se ha esquematizado en forma general, pero algunas facetas
son algo confusas, por lo gue se presta a varias interpre-
taciones, sobre todo en la forma en que un merozoito de =
primera o segunda generacién puede reiniciar la esquizogo-
nia.

En lo gue respecta al diagnéstico, la mayoria de los re
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sultedos negativos o falsos positivos, se originan por la
falta de experiencia en cuanto al conoeimiento del pardsi-

to 0 a 1la mala realizacién de la técnica; ademds, un mal

menejo de las muestras puede conducir al laboratorista a

I

na contaminacidn con el pardsito.

Desafortunadamente, el punto sobre el que menos éxito ~
se ha tenido es el tratamiento de la enfermedad, sobre to-
do cuando hay deficiencia en el aistema inmunolégico y en
cuyos pacientes persiste el pardsito ain después de la ad—

ministracidn de los fdrmacos.
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CONCLUSION

El Cryotosporidium es un parésito, protozoario oportu--
nista, que habita las regiones microvellosas de las célu=-
las epiteliales del intestino delgado. FEl sintoma mds co-
min gque provoca es diarrea acuosa, Que en personas inmuno-
deficientes puede contipuar en forma crénica, hecho que se
atribuye a gque el Cryptosporidium tiene varios ciclos eg—-
quizogdnicos en este tipo de pacientes. Este patdgeno es =
fdcilmente observable cuando se han seguido los métodos a=-
decuados para su recuperacidén e identificacidn, los aquf -
prgsentados rinden lag condiciones necesarias para considg
rarlos como adecuados y tomarlos como pruebas de rutina en
el laboratorio clinico.

Los adelantos en el control de la Criptosporidiosis re-
querird de un conocimiento total en cuanto a su ciclo bio-
16gico, forma de transmisién, tratamiento y, acaso lo mis
importante, la prevencién de la deficiencia inmunolégica,=-

cuando exista, en pacientes que padezcan esta enfermedad.

s TR MY BERE
b G i sl
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