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GLOSARIO 
Ac.- Anticuerpo 

Ag.- Antfgeno 

ELISA.- Ensayo inrnunocnzirnático en fase sólida (siglas en inglés) 

Cmuris.- Cryptosporidium muris 

Cparvum.- Cryptosporidium parvum 

Cbaileyi.- Cryptosporidium baileyi 

Cme/eagridis.- Cryptosporidium meleagridis 

CONATIN.- Concentración aclaramiento y tinción 

CPS.- Coproparasitoscópico 

D.P.1 •. - Días post-inoculación 

HBC.- Calostro hiperinrnune bovino 

H-E.- Tinción histológica hematoxilina-cosina 

H MC.-Cornplejo principal de histocompatibilidad 

lg.- lnrnunoglobulina 

fgA.- lnmunoglobulina de clase A 

fgG.- lnmunoglobulina de clase O 

fgM.- lnmunoglobulina de clase M 
INF-y lnterfcrón gama 

11.- lnterleucina 

KDa.- Kilodallons 

Le.- Linfocito B 

LT.- Linfocito T 

PM.- Peso molecular 

SIDA.- Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

TF.- Factor de transferencia 
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RESUMEN 

Los protozoarios del género Cryptosporidium producen infección en 

individuos con un sistema inmune deficiente, ya sea por inmadurez, 

compromiso inmunológico o inmunodeficiencia secundaria. 

En el presente trab~jo se desarrolló un modelo experimental para 

criptosporidiosis intestinal en ratón lactante, para lo cual fué necesario 

purificar ooquistcs de Cryptosporidium mediante una técnica de 

notación en colchón de sacarosa. Se probaron varias concentraciones de 

sacarosa obteniéndose 0.8 M, como la más adecuada en ésta 

experimentación, con un grado de recuperación de 87%. Se realizó la 

inducción de la infocción en ratones BALB/c de 4-5 dias de edad. 

La observación de ooquistes en heces se realizó mediante la técnica de 

tinción para microorganismos ácido resistentes modificada de Kinyoun. 

La eliminación de ooquistes en materia fecal se observó a partir del dia 4 

post-inoculación (p.i), alcanzando un pico máximo entre los dias 8-12 p.i, 

decreciendo y manteniéndose constante hasta el final del experimento en el 

dia24 p.i. 

Se sacriticó a los animales y se procesaron muestras de intestino 

delgado para la tinción histológica hematoxilina-cosina. No se 

observó daño en et epitelio intestinal, ni alteraciones en la 

arquitectura celular en general. De igual manera no se observaron 

manifestaciones clínicas de en fcrmcdad, así como tampoco se 

presentaron diferencias significativas {p< 0.05) en la ganancia de peso de. 

los animales infectados en relación con los animales del grupo testigo. 
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l. IríTRODUCCION 

En el proceso evolutivo, el hombre siempre se ha visto acompañado por 

parásitos eucariontes, quienes también han tenido que evolucionar para mejorar 

su coexistencia con el humano. 

En éste aspecto Jos parásitos han tenido que optimizar su proceso 

reproductivo a fin de mantenerse viviendo en un hospedero, incluso, por 

ailos. El balance entre el daño que el agente infoccioso produce al 

hospedero, determina la sobrevivencia del primero, pues Ja muerte del 

organismo hospedero significa también la muerte del parásito. 

Los parásitos son organismos que se encuentran en una gran variedad de 

habitats, sin embargo requieren de un organismo vivo para desarrollarse a 

tém1ino, que es Jo más importante para la conservación de su especie. 

Por su parte, el hospedero desarrolla mecanismos de defonsa contra estos 

agentes, sin embargo, a cada estrategia surge una respuesta agresora diferente 

del parásito, o bien algun factor ya sea ambiental o epidemiológico que ponga 

en desventaja a alguno de los involucrados. 

Con el advenimiento del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). el 

último caso se ests presentando para la especie humana, lo que ha dado Jugar 

a que algunos procesos infecciosos no habituales en los últimos tiempos, 

adquieran gran importancia. Tal es el caso de infecciones causadas por agentes 

como Pneumocislis corinii, lsolpora belli y Cryplosporidium spp. 

Existen mucha~ interrogantes en tomo a éste fonómeno, y en el presente trabajo 

se pretendió sentar las bases para iniciar una linea de investigación sobre los 

organismos del género Cryptosporidium, mediante el desarrollo de un 

modelo experimental de la infección en ratón lactante. 

6 



D. ANTECEDENTES HISTORICOS 

Es posible que el primero en describir al Género Cryptosporidium haya 

sido Clarke en 1895, al publicar su hnllazgo de "nbunduntes espora' ulinendns 

sobre el epitelio gástrico de ratón " . 2 

Más tarde en 1907, Tyzzer describe un protozoario observado con frecuencia en 

la misma región de rntones de laboratorio, pero no así en anímales 

silvestres; Tyzzer Je otorga el nombre de. Cryptosporidium (esporoquistes ocultos) 

al nuevo género , y nombra muris a la especie, siendo hasta 19 IO cuando 

establece sus características y describe también algunos de los estadios del ciclo 

biológico de Cryptosporidium muris (C.murL~). 24 En 1912 presenta una parte 

importante del ciclo biológico de una segundo especie, Cryptosporidium parvum 

(C.parvum) observada en el intestino delgado de ratones de laboratorio.s,1s,4s 

Para 1929 el mismo Ty7zer reporta la existencia de Cryptosporidium sp. en 

pollos, siendo un organismo idéntico a C.parvum, pero es hasta 1961 que Levine 

Jo nombra C.tyueri con Ju finalidad de enfütizar ul hospedero y se sinonimizn 

con C.me/eagridis en 1984. 24,54 

La morbilidad y la mortalidad en pavos por criptosporidiosis aviar es descrita por 

Slavin en 1955, quien llama al parásito como C.meleagridis. s.1s 

Entre 1968 y 1981, otras especies de Cryptosporidium observadas en peces, 

reptiles, aves y mamíferos se nombraron bajo Ja premisa de que a cada 

especie de hospedero le correspondía una especie diferente de Cryptosporidium. 

24 

El concepto que se tenía sobre este protozoario ha cambiado de forma importante 

al reconocerse como causante de diarrea en diversos mamíferos, entre ellos 

becerros (reportado por Panciera y cols. en 1971 ), borregos, cabras, caballos e 

incluso humanos, y como agente patógeno primario causando infección 

respiratoria e intestinal en pollos de engorda, gallinas y pavos, 

representando la causa de importantes pérdidas económicas. 54 

7 



El primer caso de criptosporidiosis humana se reportó en 1976, 

subsecuentemente se reconocieron pocos casos hasta que la enfennedad tomó 

relevancia por afoctar de fonna importante a pacientes que padecen el síndrome 

de inmunodeliciencia adquirida (SIDA) o a ca,os de inmunosupresión en general; 

desde entonces el interés médico, epidemiolúgico y diagnóstico se ha visto 

incrementado hasta el presente. 24,45.54 
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m. GENERALIDADES 

3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA 
La clasificación taxonómica del género Cryptosporidium lo ubica dentro del 

phylum Apicomp/exa relaciomindolo con otros protozoarios parásitos de 

importancia médica, como es el cam de Toxoplasma gondii y Eimeria spp entre 

otros; en la tabla 3.1 se presentan con detalle las características del 

organismo. 14,17.24.54 

3.2 ESPECIFICIDAD DE HOSPEDERO 
Al inicio de las investigaciones sobre la Biología de este pará~ito, se sugirió que 

actuaba como hospedero-especifico; sin emtargo los estudios de transmisión 

cruzada han indicado que los aislamientos de mamíferos son generalmente 

infcctivos para otros mamíferos y que aislamientos de aves son infcctivos para 

otras aves. La transmisión de mamíferos a aves no se ha documentado bien, de 

igual manera que de aves a mamlleros; aunque cabe mencionar que existe un 

reporte de infección en humano por Crypto.•poridium hai/eyi, la cual es una 

especie común en aves.14,18.24.'14 

Los ooquistes aislados de mamíferos no muestran una especificidad de 

hospedero, existe transmisión entre una gran variedad de ellos incluyendo 

becerros, cerdos, borregos, roedores, perros, gatos y humanos. Se considera una 

enfermedad zoonótica y en mamíferos es aparentemente causada por las 

especies C. parv11m y C. m11ris,4S.'14,74,9S 

Para las especies que afectan aves Cryptosporidlum baileyi y Cryptosporidium 

meleagridis, la variedad de hospederos es mas limitada,incluye pollos, pavos y 

gansos. La inoculación oral de C. parvum o C.meleagridis,no produce 

infección en ratones neonatos o en cabras. De igual forma no se presenta 
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TABLA 3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA 

DEL GENERO Cryptospor id i um 17 •2" 54 

CLASIFICACION 

1 

NOMBRE 

1 

CARACTER:tSTICAS 
BIOLOC3ICAS 

Phy l um Apicooplex• Las fonrt1s invasivas poseen COOIJlejo 
apical, con anillos polares. roplrias 
micronemas, coroides y niicrolubulos 
!".tDprl iculares. 

Cldse Sp:>ro2oaslda Loccxrocion de las forrr.ls invasiva.5 
por flexion u ordJlacion. 

Subclase Coccldiasina El ciclo biolouico <.ooprcnde rrcrogonla 
l]<Vl'ClOCJO!lia y csporO!):JOia. 

Eucoccidlorlda La fase de niercxpnid ,. prcscnliJ en 
Orden rosped<ros verlebr"'1os. 

Suburde:n firreriorimi l•nlo los gilílClos 1Msccl inos roro los 
furenirK>~ se dcsarrol lan de manera 
independicnlc. 

r.-.,m 1 1 1 ~ (ryplo•poridi idae ll dc;lo biologit;o se tlevil d cübo en 
los dlfmnlcs eslildios '° dcsarrol lan 
bajo la nartirana celular del hospedero 
los ooquisles no tienen esµoroqu is 1 l!S 

y aloj11n a cualro espJrozoilos. 
Lo• microgarclos no poseen flagcjo. 



infección en ratones atímicos o cerdos, ni para 6 especies de roedores recién 

nacidos, incluyendo rata~. gerbos, hámster o cobayos. 15.24.!14 

3.3 MORFOLOGIA 
Los ooquistcs son pequeños, su forma varia de esféricos a ovalados y miden en 

promedio 6 µm de diámetro. Cuando están completamente esporulados 

contienen cuatro esporozoitos y un residuocompuesto por numerosos gránulos 

pequeños. La pared del ooquiste es lisa e incolora y tiene un grosor de 

aproximadamente 50 nm, está formada por dos capas electrodensas separada~ entre 

si por un espacio delgado que 

permite el paso de electrones. Algunas veces con microscopia de luz se observa una 

débil linea que se extiende desde un polo del ooquiste, 

cubriendo parcialmente la circunforcncia de la pared, a esta linea se le denomina 

sutura y se disuelve durante el proceso de exquistaeión.1.11,54,100 

Los esporozoitos tienen forma de huso, están ligeramente curveados, con el 

extremo anterior terminado en punta y el extremo posterior redondeado, dentro 

del ooquiste se encuentran alineados paralelamente uno junto al otro y 

miden aproximadamente 4 X 1 µm.1,7,8,78 

Los trofozoitos son estructuras intracelulares redondas a ovales y que miden 

de 2.0 a 2.5 µm de diámetro. Es un estado de transición entre esporozoitos y 

merozoitos a esquizontes. Este y todos los estados subsecuentes se hallan 

dentro de una vacuola parasitóforn delimitada por una doble membrana de la 

célula hospedera. Se caracterizan por tener un gran núcleo ( 1.0 a 1.3 µm de 

diámetro) y hay ausencia de estructura~ tales como complejo apical. 11,4s,114,100 

11 



Cuando el núcleo se divide, pasa de ser un trofozoito uninuclear a un esquizonte 

mul!inucleado; hay dos tipos diferentes de esquizontes que se desarrollan 

secuencialmente y miden aproximadamente de 4 a 5 µm de diámetro. 10,1s 

Los esquizontes de tipo 1 se desarrollan como resultado de la primera 

reproducción asexual de los trofozoitos, y producen de 6 a 8 merozoitos. ••,78.114 

Los esquizontes de tipo 11 se desarrollan a partir de los merozoitos de tipo 1, 

produciendo por división nuclear cuatro merozoitos de tipo 11, asi los 

csquizontes de tipo 111 se originan a partir de los merozoitos de tipo 11 

produciéndose a su vez 8 merozoitos de Íipo 111.16,78.84 

Los tres tipos de merozoitos parecen ser morfológicamente idénticos, tienen 

forma de huso con ambos extremos redondeados y miden aproximadamente 5 x 

µm, poseen un único núcleo, reliculo 

endoplásmico y una gran variedad de gránulos no identificados.16,78,84 

Los microgametocitos no son muy fáciles de observar.aparentemente su vida 

media es muy corta, miden de 4 a 5µm de diámetro y dentro de cada uno se 

desarrollan de 14 a 16 microgametos, cuando maduran miden O. 95 x 0.4µm 

y están cubiertos por una membrana doble, no son flagelados. 16,24,54,100 

Los macrogamctos son esféricos y contienen un núcleo muy grande, están 

rodeados por una película doble. Cuando son jovenes, casi son indistinguibles 

de los trofozoitos, y ya maduros miden de 3.2 a 5µm de diámetro. Poseen 

una gran variedad de gránulos, algunos de ellos son polisacáridos. 

16,24,54,100 
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3.4 CICLO BIOLOGICO 
Los estudios de diferentes aislamientos en modelos de ratón lactante, embriones 

de pollo y cultivos celulares han revelado que el ciclo biológico de este parásito es 

similar al de otras coccidias y puede dividirse en seis grandes eventos, 

exquistación, merogonia. gamctogonia, fonilización, fonnación de la pared del 

ooquistc y esporogonia, los cuales se describen a continuación: (Ver figura 
3.1 ).1,26,53,54,&J,84,IOO 

EXQUISTACION: 

Después de ingerido el ooquiste hay un proceso de liberación de los 

L'Sporozoitos habiendo ruptura debida a un colapso ocasionado por la exposición 
de los ooquistcs a la temperatura corporal asi como a co2.21,so 

Los esporozoitos escapan y una vc;: libres penetran a la célula del hospedero 

mediante movimientos de extensión-retracción que les permite deslizarse con 

rapidez.1S,16 

Al atacar a la célula hospedera son rodeados por elongación de las 

microvellosidades y se forma un csquizontc uninuclear.1s,2•,4• 

A la estructura en conjunto se le denomina trofozoito. 1,24 

ESQUIZOGONIA: 

En esta etapa, a panir de un proceso de división mitótica nuclear del esquizontc, 

se desarrollan a~exualmente dos o hasta tres tipos de merozoitos, dependiendo de 

la especie de Cryptosporidium de que se trate.24.54 
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MocrogBJDeto 

Figura 3.1 Representación diagramatica del ciclo biológico de 
Cryptosporidium spp.24 

Los esporozoitos se liberan del ooquiste ingerido, atacan a las células 
epiteliales y son rodeados por las microvellosidades , dentro se diferencian 
en trofozoitos, divisiones subsecuentes dan origen a marozoitos tipo 1,11 y 
111. Los merozoitos tipo 11 y 111 dan origen a gametos que son fertilizados, 
desarrollándose un nuevo ooquiste que pasa a las heces. 

14 



Merozoitos tipo 1.-Se originan a partir de la división nuclear' del esquizonte de 

tipo 1, al madurar contiene 8 merozoitos de tipo 1, cada merozoito al liberarse 

invade una nueva célula. 1,16,26.S•,1• 

Merozoitos tipo 11.- Las divisiones subsecuentes del esquizonte Lipo 11, dan 

origen a 4 esporozoitos de tipo 11, son liberados por ruptura de la vacuola 

para~itófora invadiendo nuevas células. 16,26,5l,7S,114 

Mcrozoitos tipo 111.- (Unicamente aplicable cuando el hospedero es una ave) . 

!-lay una nueva división nuclear del esquizonle para dar origen a 8 merozoitos de 

tipo 111. 16 

GAMETOGONIA: 

Los merozoitos de una división tina! (tipo 11 o tipo 111), invaden nuevas 

células iniciándose una multiplicación sexual que dará origen por 

diferenciación a la formación de gametos masculinos llamados microgametocilos 

y gametos femeninos o macrogametos. 1,16,84 

, 
FERTILIZACION: 

Cuando los microgametocitos alcanzan su madurez se rompen liberando 

aproximadamente 16 microgametos no llagelados que atacan In superficie de la 

membrana que cubre a los macrogamctos llevándose a cabo el proceso de 

fertilización. 1,16,45,84 

FORMACIÓN DEL OOQUISTE: 

Los macrogametos fortilizados por los microgametos producen un cigoto que se 

diforencia en un ooquisle. 45,54 
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ESPOROGONIA: 

Es el proceso mediante el cual el cigoto sufre varias divisiones para dar 

origen a los esporozoitos. Se producen dos tipos, llamados de pared dura y 

pared blanda. 16,45,54 

Ooquistes de pared dura.- Se eliminan vía hec~'S o secreciones respiratorias al 

medio transmitiendo la infección a otro hospedero susceptible. 11,24,54 

Ooquistes de pared blanda.- Sufren ruptura dentro del hospedero liberando las 

fonnas infcctantes, siendo responsables del proceso de autoinfccción. 147,24,54 

3.5 TRANSMISIÓN 
Los estudios de infecciones experimentales en animales de laboratorio indican 

que la infección por Crypto~poridium spp. se transmite por ingestión de ooquistes 

que pasan en las heces de un hospedero infectado al medio ambiente, siguiendo 

una ruta fecal-oral. 5,24 

Se reporta como causa de diarrea del turista, siendo la forma más frecuente de 

criptosporidiosis en zonas no endémicas. J 

Se sabe que el contacto con personas no infectadas, particularmente 

asíntor.1átícas, quienes proporcionan cuidados a niños, tanto en las casas como en 

guarderías puede ser una fonna de transmisión. J 

Las fonn'lS infcctivas son resistentes a los desinfectantes más comunes y pueden 

sobrevivir por muchos meses. Se ha observado que únicamente amoniaco al 50% 

o más, y fom1ol al 30% durante 30 min. son capaces de destruir a los ooquistes 

de Cryptosporidium, de aquí que los productos empleados para saniti7..ar el 

mobiliario y algunos materiales en los hospitales y laboratorios no sean efectivos 

contra el parásito.24,54 
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La cloración rutinaria que se hace al agua no tiene ningún efecto sobre la 

viabilidad de los ooquistes~ pues estos resisten contactos más o menos prolongados 

con hipoclorito de sodio a una concentración comercial. 13 

Se ha reportudo que los choques tcnnicos aplicando temperaturas mayores de 60 

ºC seguido de un descenso hasta -20 ºC son cfoctivos. 13 

Existen trabajos recientes que apoyan la transmisión nosocomial de los organismos 

del género Cryptosporidium a través del personal médico, cnfcrmenL~ y entre un 

paciente y otro. J 

La facilidad de transmisión persona-persona se ha demostrado en guarderias y 

jardines de ninos, pudiendo representar un problema epidemiológico en escuelas 

hospitales e instituciones relacionadas. por Jo que deben tomarse la~ medida~ 

adecuadas. 3 
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IV. INFECCIÓN EN MAMIFEROS 

4.1 CRIPTOSPORIDIOSIS BOVINA 
Se reportó por primera vez en 1971 el pnpel de Cryptosporidium spp. 

como el agente cuusal de la enfermedad ga~trointestinal en hccerros.24,54 

Actualmente se sabe que Cparvum es un agente común causante de infocción 

intestinal en bovinos, y puede ser transmitido muy fácilmente a otros mamíferos, 

incluyendo ni humnno.14,24,54 

Se estima que de los animales infectados de manera natural, Cparvum es 

causante de diarrea en 65% de los casos. 54,10 

La especie muris, también se ha encontrado infectando becerros a nivel de 

estómago, aunque no se reporta como un problema grave. "' 

Estudios realizados en el Reino Unido demostraron que Cparvum es el segundo 

microorganismo causante de diarrea en becerros, siendo los reovirus los 

mayores agentes patógenos en este renglón. 54,70 

La mayoría de casos de diarrea se han observudo en animales de 5-15 días de 

edad. La infección por Cparvum puede afectar becerros recién nacidos a la par 

con otros microorganismos como rotavirus, coronavirus, Clostridium perfringes 

o Escherichia coli enterotoxigénica, y se ha observado un mayor índice de 

mortalidad cuando los becerros con criptosporidiosis se exponen a temperaturas 

bajas extremas. Aparentemente la mala absorción intestinal y la pérdida de líquido 

debida a la infección no perrniten que los nutrientes de las dietas 

especialmente formuladas con elementos energéticos· adicionales para resistir el 

frio intenso, sean aprovechadas adecuadamente. 24.54 

Es dificil estimar el impacto económico que produce como agente único, 

especialmente cuando otros organismos causan efectos similares. En hase a los 

datos de algunos estudios en 1990, se cálculo la pérdida debida a 

criptosporidiosis anual de los Estados Unidos en aproximadamente $6.2 millones 

de dólares. 54 
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Los signos clínicos y los hallazgos histopatológicos reportados son 

variados; sin embargo el síntoma más característico es la diarrea, generalmente 

moy intensa, acuosa, de color amarillo con moco y algunas vcc-es contiene 

sangre, los becerros se deshidratan y presentan fiebre. El periodo prepatente es de 3 

a 5 dias, la muerte no es común pero llega a presentarse. En general los animales 

se recuperan espontáneamente. 24,s.. 

En la necropsia, el intestino puede estar distendido, contener gas y moco 

amarillento. Se puede observar enteritis y colitis. 24,54,70,99 

Por otro lado la eliminación de los ooquistes en heces se correlaciona con la 

intensidad de la infección y suele disminuir progresivamente hasta la desaparición 

de los mismos, alrededor de la tercera semana de infccciún; esto nos indica que 

los animales llegan a desarrollar resistencia. 10,99 

En el aspecto de inmunización, el calostro no parece proveer protección muy 

efoctiva contra el cstableeimicnto de la enfermedad y no existe ningún 

fármaco que sea efectivo totalmente. 23,26,54 

En el ganado, la mortalidad en su mayoría es debida a la pérdida de liquidos y a la 

reducción en el aprovechamiento de nutrientes por el dan causado en la mucosa 

intestinal. La práctica de medidas sanitaria• para minimizar la contaminación 

fecal puede resultar benéfico, aunque la resistencia de los ooquistcs a los 

tratamientos químicos, hace impracticable el uso de 

desinfoctantes. 54 

4.2 INFECCIÓN EN CERDOS 
En la literatura se encuentran reportes de infecciones naturales en cerdos por 

Cryptosporidium spp. la presencia de diarrea en animales de engorda no 

parece ser común. En in lecciones experimental c.• se ha observado que la 

presentación puede ser de subcliniea a severa. 24,54 

19 



La edad juega un papel importante en la severidad de lu infección, en un 

experimento realizado a este respecto, se observó que al infectar lechones, estos 

se velan mayormente afectados a la edad de 1 - 3 dias, mientras que sí se 

infectaban a los 7 días de edad el efecto era moderado. En otro grupo de animales 

infectados a los 15 días de edad no se observaron signos elinicos de 

enfermedad. 68,17 Las infecciones más severas en cerdos se manifiestan como 

vómito, diarrea y anorexia, debido al igual que en los demás casos por dan severo 

a la mucosa intestinal. Los microorganismos se observan en ciego, colon, e íleon 

principalmente.:w.•1 

El epitelio traqueal y conjuntiva! también se ha logrado infectar 

experimentalmente con ooquistes provenientes de aislamientos humanos y 

bovinos, lo cual demuestra que Cryptosporldium sp. tiene la capacidad 

de colonizar extraintcstinalmente, debido a que estas estructuras pueden 

exquistar en ausencia de enzimas pancreáticas o sales biliares, que son requeridas 

por otras coccidias. 21 

4.3 INFECCIÓN EN BORREGOS Y CABRAS 
Al igual que en otros animales, la criptosporidiosis en borregos y cabras se 

presenta preferentemente en nconatos. La infección es esporádica, pero llega a 

causar una mortalidad elevada, sobre todo cuando las condiciones de alojamiento 

de los animales favorecen el establecimiento de la infección. Se ha observado que 

los grandes hacinamientos o bien, los lugares muy fríos, las medidas higiénicas 

deficientes, la producción por la madre de calostro o leche de baja calidad y en 

general un manejo inadecuado de las crías. 14,24,54 

El cuadro clfnico observado en neonatos, parece ser más severo en corderos que en 

cabras y se caracteriza por diarrea intensa con duración de 2-12 días, algunas 

veces se acompai!a de anorexia, disminución en el crecimiento, rigidez 

muscular y depresión en general. 17,24,54 
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A la necropsia se encuenlra sangre ó moco amarillento brillante en el colon. 

En corderos muy pequeños puede haber sinergia enlre Cryptosporidium 

parvum, E.co/J ó rotavirus y las infecciones pueden ser muy sevcras.54 

4.4 INFECCIÓN EN PRIMATES 
Muy raramente se ha reportado la presencia de Cryptosporidium spp.en estos 

animales, los pocos lrabajos al respecto generalmente se han realizado en 

7.oológicos involucrando a macacos, Macaca mu/atta (M.mulatta), M.radiata y 

M.fascicularis. Anterionnente se enconlró monos rhesus infectados. :z.t.32 

A diferencia de olros mamíferos, en un reporte proveniente de Espaila, se 

hallaron tanto animales adultos como jóvenes eliminando ooquistes en heces, la 

eliminación se observó dentro de un periodo de 3 a 66 dlas. 32 

En general no se reporta mortalidad por criptosporidiosis en estos animales, y los 

signos cllnicos son básicamente diarrea y dolor abdominal. 24,32 

4.5 ANIMALES QUE ACTUAN COMO 
RESERVORIOS POTENCIALES 

Ratones.- En las consideraciones históricas que se hacen en éste lrabajo se 

mencionó que existen dos especies Cparvum y Cmuris, originalmente descrita~ 

en ratones de laboratorio y que afectan intestino delgado y criptas 

gástricas respectivamente. :z.t.54 

Experimentaimente se ha convertido en uno de los modelos animales de 

elección, aunque es dificil infectar animales con una edad superior a 14 días, y sin 

manipulación inmunológica la infección se mantiene solo por tres semanas 

aproximadamcnte.s4 

Se ha propuesto que debido a que tanto el ratón silvcslre como el de laboratorio 

se hallan infectados naturalmente con Cryptosporidium spp. puedan de esta 

manera constituir un rcservorio potencial de infección para humanos y para 
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otros mamíferos. Otros autores sugieren que el ciclo becerro-ratón

becerro puede existir en Ja naturaleza. Si esto es cierto, se puede integrar otro 

elemento en Ja cadena de transmisión quedando becerro-ratón-humano. 54 

Animales silvestres y de compañía.- A éste respecto, existen reportes de 

conejos adultos con criptosporidiosis intestinal adquirida de manera natural, 

presentando colonización por el parásito en íleon y yeyuno. Algunos cobayos se 

han encontrado infectados con Cryptosporidium spp. sin embargo no se han 

asociado signos clinicos; los hallazgos· microscópicos indican que se puede 

manifestar a manera de enteritis crónica. 24 

En 1 O gatos infectados naturalmente en Asia, Europa y Norte América,se 

encontraron ooquistes de Cryptosporidium sp. en heces, curiosamente algunos 

de sus dueños cursaban con infección y Jos animales no mostraban signos clínicos 

de Ja enfermedad. En Escocia se buscaron anticuerpos especilicos en suero, y de 

23 gatos muestreados, 20 resultaron positivos; experimentalmente se determinó el 

periodo prcpatente, siendo de 2-1 1 días. 24 

Los perros y sobre todo sus cachorros, constituyen una de las mascota~ preferidas 

de los niños. se han encontrado infecciones naturales en animales con una edad 

entre una semana a tres meses, Jos parásitos se observaron accidentalmente a 

Ja necropsia en intestino delgado, Jos signos clínicos mostrados son diarrea y 

disnca.14,24 

Los trabajos utilizando pruebas serológicas para búsqueda de anticuerpos 

específicos, han revelado la presencia de los mismos en una proporción importante 

de Jos animales muestreados, Jo que significa un contacto previo con el parásito.1•.24 
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V. CRIPTOSPORIDIOSIS AVIAR. 

5.1 GENERALIDADES 
Los sitios de infección más comunes en aves corresponden al aparato 

respiratorio y digestivo, llegándose a observar también en epitelio renal. Sin 

embargo la enfermedad más común y la que posiblemente causa más daño es la de 

tipo respiratorio. 24.54 

Las especies involucradas descritas hasta ahora son Crytosporidium baileyi 

y Cryptosporidium meleagridLs. Se piensa que cada especie tiene preferencia 

particular hacia el sitio de colonización, así C.baileyi parece estar confinado al 

tracto respiratorio y a la porción distal del tracto gastrointestinal, incluyendo ciego, 

colon distal, cloaca y bolsa de Fabricio, mientras que C.meleagridL• se desarrolla 

de manera predominante en intestino delgado y se le ve muy poco en aparato 

respiratorio o en intestino grueso. 37.54 

5.2 HOSPEDEROS 
Hasta el momento se ha identificado al parásito inlCctando pollos, gallinas, 

pavos, patos, gansos y a algunas aves silvestres o exóticas en zoológicos, por 

ejemplo cotorros, guacamayas, pavoreales, faisanes e incluso canarios.~4r'4 

5.3 ALTERACIONES Y SIGNOS CLINICOS 
Los signos clínicos de la infección respiratoria incluyen rinitis, dificultad al 

respirar, depresión, senos infraorbitales distendidos, secreción ocular y párpados 

enrojecidos e inflamados. s,24,54 

Post mortem se observa exceso de moco en senos infraorbitales y tráquea, así 

como traqueítis y aerosaculílis.•.24 
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Los microorganismos se han observado sobre el epitelio de los siguientes órganos: 

palatinas cometes, senos infraorbitalcs, laringe, tráquea, conjuntiva, 

bronquios, bronquiolos y pulmón.34.3~<4 

El desarrollo del protozoario en intestino no siempre se acompai\a de 

cnformcdad demostrable, y los parásitos se han encontrado en glándula~ 

salivales, intestino delgado, ciego, colon, cloaca, bolsa de Fabricio y recto, se 

asocia con diarrea acuosa cuando la infección es aguda. nn vías urinarias se llegan 

a observar en uréteres, lúbulos distales y colectores. ~4 

En general la criplosporidiosis aviar redunda en depresión de la ganancia de peso, 

y ello coincide con el periodo de máxima eliminación de ooquistes en heces, esto 

trae como consecuencia que el crecimiento de los animales se frene o se vea 

disminuido. El mecanismo por el cual ocurre éste eli:cto aún no se conoce. •.37 

5.4 ASOCIACIÓN CON OTROS AGENTES 
INFECCIOSOS 

Se ha postulado un posible sinergismo de infocción respiratoria entre 

Cryptosporidium y reovirus, potenciándose a~í la infoccitin o favoreciendo la 

susceptibilidad del hospedero a la enforrnedad. 8,37 

En un estudio experimental se observó <¡ue al inocular pollos de engorda con 

Escl1erichia coli, o con virus de bronquitis infecciosa u la par de 

Cryptosporidium, la densidad de colonizacitin era menor que la presentada al 

infectar únicamente a la coccidia. posiblemente debido a la disminución de los 

sitios disponibles para el ataque por destrucción del epitclio.s 
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IV. INFECCIÓN EN HUMANOS 

6.1 FUENTES DE INFECCIÓN 
Algunas publicaciones aparecidas en la década de los 80. demues1ran que 

becerros infcclados pueden sa una fucnle de infocción para el humano. 2<.'i4,64 

Por olro lado, animales de compañía como roedores, cachorros de perros y galos 

pueden lambién ser rcscrvorios, y si a eslo se suman los más de 40 diforcntes 

tipos de mamieros que se han reportado como susceptibles a la infocción, 

podemos enlonces concluir que la mayoría de casos en humanos muy 

probablemente son el resultado de una transmisión zoonótica.••. 

El protozoario se ha aislado de guarderías, hospilales y al momento en que se 

escribe este trabajo se considera uno de los agentes causales de la llamada diarrea 

del viajero. 54,96 

6.2 PREVALENCIA 
La infección por Cryptosporidium .vpp en humanos, se ha descrito en seis 

continenentes, tanlo en paises desarrollados como en vías de desarrollo, en 

poblaciones urbanas y rurales, por lo que se considera a los organismos del 

género Cryptosporidium como parási1os cosmopolita,,J.24,54 

Las publicaciones sobre prevalencia, se apoyan en el examen de mueslras de 

heces mediante técnicas de tinciún para detcclar ooquislcs.5• 

Recientemente se público un estudio sobre el hallazgo del parásilo en 

individuos con diarrea y la relación entre el grado de desarrollo del país, siendo 

2.2·2.5% del total de individuos con diarrea en paises induslrializados y de 7.2 -

8.5% para individuos con diarrea en paises subdesarrollados.2<,54,101 

Los datos sobre prevalencia mundial se resumen en la tabla 6.1. 
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TABLA 6.1 PREVALENCIA MUNDIAL DE CRIPTOSPORIDIOSIS 3,24,54 

Estados Unidos de Norteamérica 

América Central 

América del Sur 

Europa 

Asia 

Australia 

A frica 

0.6-4.3 % 

10- 20 % 

10- 20 % 

1-2 % 

3-4 % 

3-4 % 

10-20% 

En México existen muy pocos reportes al respecto, uno de ellos refiere los 

resultados de un estudio realizado en San Luis Potosí a niños asintomáticos, en 

donde se encontró que el 40% de estos niños estaban in rectados por 

Cryptosporidium, lo que representa la cifra mas elevada reportada en el país.3 

En otr: comunicado se muestra que en la unidad de infectologia del Centro 

Médico ·La Raza' del IMSS, el 8.3% de los lactantes con diarrea de evolución 

prolongada en 1988, estaban infectados con Cryptosporidium y sus edades 

estaban comprendidas entre 1-12 meses.•• 

En 1988 se llevó a cabo un estudio en la Unidad de Pediatría del l-lospilal General 

de México la S.Sa, en donde se muestreo a 250 pacientes, tanto hospitalizados 

como de consulta externa, de los cuales se detectaron 4 individuos infectados 

sintomáticos además de ser pacientes inmunocomprometidos.s 

En 1991 se publico un estudio realizado en la ciudad de Guadalajara, Jal. en 

donde se muestreo a un grupo de 134 pacientes con y sin diarrea, se obtuvo que el 

3.6% de estos pacientes estaban infectados con Cryplosporidium, y de estos 

individuos, el 81 % refirió diarrea, el 5% cursaba por desnutrición de 

segundo(ll) y tercer grado (lll) y el 91% de los niños con criptosporidiosis eran 

menores de 1 año de edad.30 
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Para el allo de 1992 en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Siglo XXI 

del IMSS, se realizó un trabajo con la finalidad de investigar la frecuencia de 

la criptosporidiosis asintomática en pacientes desnutridos y no desnutridos 

provenientes de una población rural del estado de Oaxaca, en donde se encontró 

una frecuencia de 9.8% en pacientes 

desnutridos y de 4.9% en niños no desnutridos, obsevándose como factor de riesgo 

el consumo de agua de pozo. 61 

En el Hospital infantil de México .. Federico Gómez " (HIM) se realizó una 

revisión de los años 1988 a 1991, con los siguientes hallazgos: 

El total de niños infectados ascendió a 80 de los cuales el rango de edad fue 

de 28 dias a 17 años. Otro dato importante es que el 30.5% de los 

individuos con criptosporidiosis vivia en hacinamientos y el 44.5% reportó 

convivencia con animales domésticos, principalmente perros. 3 El 23% de los 

pacientes murieron por proceso séptico.J 

TABLA 6.2 CRIPTOSPORlDlOSIS INFANTIL DE '88 - '91 (HIM)3 

EDAD ORIGEN SINTOMAS OTROS 

Hasta 1 año 65% Provincia Diarrea 100% Desnutrición de 

Lactantes 19% 73.6% Fiebre 45.8% 1y11 grado 38% 

Preescolares 6.9% Vómito 40.2% 

Escolares 4.2% D.F. Deshidratación 38.6% lnmunocompromiso 

Adolescentes 4.2% 23.6% 59.7% 

Del segundo semestre de 1992 al mes de enero de 1994, se han detectado en el 

HIM 31 casos de criptosporidiosis, con un rango de edad de 1 mes a 14 años, de 

donde el 32.25% de los pacientes son menores de un rulo, el 6.5% son lactantes 

mayores, el i9.4%preescolares, el 29.1% escolares y el 9.6% adolescentes.• 

a Dalos lomados de los archivos del Laboratorio de parnsitologla dtl 11 IM. 
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Los estudios realizados en México se han llevado a cabo en pacientes con 

sintomatologfa, Jo que no provee datos suficientes para establecer la frecuencia real 

en la población en general. J 

Concluyendo; epidemiologicamente la prevalencia del protozoario 

Cryptosporidium es universal, con predominio en paises en vías de desarrollo 

como el nuestro. Los hábitos higiénico-dietéticos deficientes, el hacinamiento 

y la convivencia con animales, son algunos de los factores que facilitan la 

adquisición del agente infeccioso. J,39 

6.3 SÍGNOS CLINICOS 

En la década pasada se reconocía al género Cryplosporidium como causante de 

diarrea de evolución prolongada (DEP) en pacientes inmunosuprimidos, 

recientemente también se ha asociado con infección respiratoria, colecistitis, 

hepatitis e incluso pancreatitis.~ 

Se estima que Cryptosporidium spp. es el agente causal del 10% de los pacientes 

que cursan con episodios de diarrea asociada a SJDA.37 

La intensidad de la infección va a depender del nivel inmunológico del 

paciente como se observa en la tabla 6.3. 

En México, se hacen consideraciones sobre la posibilidad de deficiencia 

inmunológica que existe en el lactante con desnutrición proteico-calórica 

acentuada, pudiendo actuar como paciente inmunosuprimido, y de ésta manera 

Cryptosporidium sp. pudiera ser causante de diarrea de evolución prolongada en 

estos pacientes. 49 
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TABLA 6.3 CARACTERISTICAS DE LA INFECCIÓN SEGÚN EL 
ESTADO INMUNE DEL INDIVIDUQ.3,5,24,33,54,79 

NIVEL INDIVIDUOS INDIVIDUOS INDIVIDUOS 

INMUNOLÓGICO COMPETENTES SUPRIMIDOS DEFICIENTES 

LOCALIZACIÓN Intestinal Intestinal Intestinal 
DE LA INFECCIÓN Respiratoria 

Biliar 

DURACIÓN 3- 7 Días Hasta que se retire De 3 semanas a 
la causa de la varios meses, 
supresión inmune. hasta que mucre. 

OTROS Es autolimitante Se observa en Infección de tipo 
quimiomioterapia de persistente. 
cáncer y desnutrición 

El slntoma más característico de la infección intestinal es diarrea profusa y 

acuosa, conteniendo una cantidad elevada de moco y agua , muy raramente 

contiene sangre o leucocitos y la pérdida de Hquidos por esta causa es muy grande; 

de 3 a 6 litros de heces acuosas se eliminan por día, y se ha reportado hasta 17 

litros y 71 evacuaciones por din en pacientes portadores del virus de 

SIDA.5,J,1s,2•.33.S 

Usualmente los pacientes con SIDA experimentan una ºinfección prolongada, 

aunque también se han observado pacientes asintomáticos o con pocos síntomas 

infectados con Cryptosporidium spp.JJ,101 

Los principales signos clínicos tanto de la infección intestinal como respiratoria se 

resumen en la tabla 6.4. 
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TABLA 6.4 SIGNOS CLINICOS 1a,24,54 

INFECCIÓN INTESTINAL INFECCIÓN RESPIRATORIA 

-Diarrea acuosa con moco - Hipersecreslón de moco. 

muy abundanle. - Congestión respiratoria. 

- Dolor abdominal - Dificultad al respirar. 

- Náuseas y vómito -Disnea 

- Fiebre - Depresión nerviosa 

- Dolor de cabeza - Bronquitis 

-MialQia -Anorexia 

Exislc variación en la severidad de la cnformcdad de paciente a paciente, y se sabe 

que el grado de eliminación de ooquistes en heces, se correlaciona con el nivel de 

colonización del epitelio intestinaJ.24 

6.4 HALLAZGOS HISTOPATOLÓGICOS 

Del análisis de biopsias de yeyuno e ileon humano por microscopia de luz, se ha 

observado desde una anormalidad parcial hasta una anormalidad severa de las 

microvellosidades mostrando fusión, hipcrplasia y alargamiento de las criptas, así 

como pérdida de las microvcllosidadcs 5. 

Hay una elevación en el número de célula~ plasmáticas, leucocitos 

polimorfonuclcarcs (PMN) y linfocitos. En la superficie del epitelio hay infillración 

de PMN, lcucocilos y linfocitos. Los microorganismos miden de 2 -6 µm y 

aparecen adheridos en el borde de las microvcllosidadcs y en la supcrlicic de las 

criplas.J.S 

En el intestino grneso se han observado organismos, moslrandosc atrofia parcial del 

borde de las velloosidades.5 
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Por microscopia electrónica se han identificado cambios degenerativos en las 

células como son: elongación apical de los sitios de adhesión de Cryptosporidium, 

así como elongación del microvciio adyacente a la célula infectada. Se ha observado 

la acumulación de cuerpos densos parecidos a lisosomas. s 

La' biopsias del recto, muestran una proctitis no específica por infiltración de la 

lámina propia de las céluls inílamatorias, asi como exudado lihrinoso debajo de la 

superficie dond•'C existe daño de las células epiteliales. J"' 

6.5 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 
Hasta éste momento, los hallazgos sobre los mecanismos patotisiológicos son 

muy pocos. Algunos estudios realizados en becerros libres de patógenos 

infectados cun Cparvum han mostrado que la mala absorción y la digestión 

inadecuada en intestino delgado, acoplado a la mala absorción en intestino 

grueso son las alteraciones más importantes que pueden dar como resultado la 

diarrea intensa que presentan los becerros con criptnsporidiosis.54,7o 

Los tra,tornos en la absorción de los nutrientes y en la digestión redundan en 

un sobrcdcsarrollo <le la microllora intestinal normal, con ello se presentan 

cambios inherentes en la presión osmótica de las células y la salida de liquido se 

ve incrementada hacia la luz intestinal. 54 

La reacción de la mucosa a la in fccción es importante en la patogénesis, el daño 

por inllamación severa puede ser inducido por una reacción de hipersensibilidad a 

Ag del parásito o de sus metabolitos. J 

F.n pacientes inmunodeficientcs con criptosporidiosis, se ha descrito diarrea 

semejante a la observada en cólera, ello serla indicativo de hipersccreción 

intestinal mcdiuda por una toxina.J,54 

Los anteriores mecanismos son aún especulaciones, y se hace necesario realizar 

más estudios para <.leterminar como el parásito puede alterar la limción normal del 

intcstino.J.24,45 

31 



VD RESPUESTA INMUNE 

Al tiempo en que se escribe este trabajo Jos mecanismos de defonsa que se 

montan contra Cryptosporidium spp. aún no se definen completamente; sin 

embargo, se han realizado estudios en diferentes cepa~ de ratones tanto 

inmunocompetcntes como inmunodeficicntcs, tal es el caso de ratones desnudos, 

beige C57BL/6J-bg, con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) entre otros, y 

en ratones a los que se ha inducid~ inmunosuprcsión mediante fármacos o 
inmunotratamiento. 19,31,58,59,77,94 

Otros modelos animales empicados para evaluar respuesta inmune sobre todo 

humoral, han sido ratas inmunosuprimidas, becerros e incluso caballos 
SCJD.62,64,71,79 

7.1 INMUNIDAD CELULAR 
Dentro de Jos mecanismos reconocidos hasta hoy, se encuentra la participacion 

de los linfocitos T (LT). Se ha observado en la etapa temprana de la infección un 

incremento de estas células en intestino. 63 

En una serie de trabajos realizados al respecto se concluye que Ja respuesta inmune 

requiere LT de la subpoblación CD4• , y que éstos participan en el proc1.-so de 

recuperación de la infección, lo anterior se ha observado al infectar ratones 

deficientes de estas células, quienes se recuperan y muestran resistencia a una 

reinfección después de haber sido reconstituidos con células homóloga~.ss 

Se postulan tres posibles fonnas en que los LT CD4+ pueden intervenir 

dctenninando entre otros factores la duración de la infección (ver figura 7.1). 

Uno de ellos podría ser como células cooperadoras en la inducción de la 

producción de Ac, o participando en la activación de LT CDS+ , y como 

células productoras de citocinas que dirijan la repuesta hacia las células blanco 

y éstas sean destruidas. 73 

Los mecanismos efectores LT-dcpendientcs contra Cryptosporidium, parecen 
involucrar al interfcrón gama (INF-y), y se sugiere que juega un papel crítico en los 

estadios tempranos del desarrollo de la respuesta inmune, lo que a su vez implica la 
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participación de la subpoblación THt de LT en la protccción.sa 

Cuando se trata a ratones con suero anti-INFy se observa un aumento en el grado 

de colonización7l, así mismo se ha observado mayor susceptibilidad a la 

infección en ratones libres de génnenes (GF) o neonatos, lo que puede 

relacionarse con la producción deficiente de INF-y. J8 

El INF-y actúa por varios caminos (ver diagrama 7.1 ), le produce un efecto tóxico 

al parásitosa , activa macrófagos y se ha observado que participa en la inhibición de 

la invasividad de las células hospederas por la coccidia. Además incrementa la 

expresión de anllgenos del complejo principal de histocompatibilidad (HMC) y 

por tanto hay una amplificación en la inducción de la respuesta inmune.58 

Sin embargo se cree que las células T no son las únicas productoras de INF-y 

y que puede haber otra fuente, como el caso de las células NK, lo que se 

manifiesta como resistencia a la infección mostrada por ratones adultos deficientes 

de células T y B.JB,53,1• 

Se ha identificado la participación del INF-y en el control del desarrollo de otros 

parásitos relacionados taxonomicamcnte, como lo son: Toxoplasma, Eimeria y 

Plasmodium. 58 

Es posible que al inicio de la infección los mecanismos celulares sean capaces 

de bloquear la invasión local, sin embargo cuando ésta sale de control por una 

replicación masiva del protozoario, la penneabilidad de la mucosa se aumenta, tal 

vez por la reacción inflamatoria, es entonces cuando se observa la presencia de 

antígenos (Ag) en sangre. En un estudio realizado en becerros, se detectó Ag 

circulante desde el día 2 post-inoculación (p.i) y se mantuvieron constantes 

hasta el día 22 p.i, alcanzando un pico máximo entre los días 7-10 p.i.l1 

7.2 MECANISMOS HUMORALES 
La respuesta inmune humoral se inicia más tarde que la celular, detectándose 

anticuerpos (Ac) específicos a partir del día 7 p.i en promedio 99 , y se reporta que 

en becerros los niveles máximos para linfocitos B (Ln) se verifican alrededor del 

día 16 p.i, y el día 8 p.i para LT y maerófagos.68 
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En humanos se sabe que los Ac producidos principalmente son de clase lgM e 

JgG, aunque aún se estudia el papel de la lgA en la protección de la infección ... 

En trabajos experimentales realizados con animales, se reporta que el incremento 

en Jos niveles de lgA fecal se correlacionan con Ja disminución de Ja eliminación 

de ooquistes en heces, Jo cual se podria explicar como que la lgi\ actúa 

inhibiendo la penetración de los esporozoitos a las células hospedera~; es posible 

que en la primera etapa de la infeción se estimule la producción de lgA mucosal 

vla placas de Peyer 1o , sin embargo la presencia de ésta clase de Ac no es decisiva 

para limitar la infección, pues se ha observado resistencia en ratones adultos 

deficientes de Lo. Js 

Debido a las característica~ del ciclo biológico de Cryptosporidi11m, los 

<10quistcs de pared blanda se rompen dentro del intestino del hospedero y con 

ello se produce una autoinfocción, lo que se corrobora con los hallazgos de lgA, 

lgM e IgG en suero por varia~ semanas, sin que el hospedero reciba nuevos 

parásitos. 64 

Se ha observado que los títulos de coproanticuerpos de cla~e lgG se elevan durante 

el periodo de elimación máxima de ooquistes.6• 

En un estudio realizado en becerros se concluyó que existe relación entre la 

edad del individuo y los títulos de lgG presentes, debido muy probablemente a 

la maduración del sistema inmune del hospedero con el incremento de la edad.•• 

7.3 COMPOSICIÓN ANTIGÉNICA 
Se han reconocido por inmunoclcctrotransfcrcncia múltiples banda~ protéicas (más 

de 50) en ooquistes tanto intactos como son icados, y los pesos moleculares 
correspondientes a estas proteínas varían de 1 O a 300 Küa.42,44,S.',56,•o 

Los sueros de individuos con criptosporiúiosis, reconocen prcforentcmente 

glucoprotcínas lle bajo peso molecular (P.M), entre las más comunmente 

reportadas se encuentran proteímL~ de 15, 23 y 32 KDa, todas ellas 
localizadas en Ja superficie de Ja pared del 0<1quiste.42,6D,64,10,l!ll,s1,s• 
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Por otro lado se identificó a una serie de protelnas del complejo apical de 

esporozoitos, cuyo P.M varia entre 500, 95, 68, 45, 35, 23 y 15 KDa.74,BI En otro 

trabajo se reporta una glucoproteina de alrededor de 300 KDa localizada en la 

mitad anterior de los esporozoitos, específicamente en la región del complejo 

apical y que es reconocida por los sueros de pacientes con SIDA 

inmunocomprometidos que cursan con criptosporidiosis. 73 

Se caracterizó también, una glicoproteína de 900 KDa, localizada en los 

esporozoítos y se sabe que es un Ag reconocido por las inmunoglobulinas del 

HBC, así como también se observó reconocimiento por 3 de 6 Ac 

monoclonales murinos dirigidos contra ésta glucoproteína, lo cual indica que es 
altamente antigénica. 1s 

Diversos estudios apoyan la idea de que algunos determinantes antigénicos se 

conservan en los diferentes estadios del ciclo biológico. En éste renglón, se 

caracterizó un Ag de 20 KDa que es común para merozoitos y esporozoitos, 

además de que da reacción intensa con sueros tanto de individuos infectados 

como de convalescientcs. 6-0 

En otro trabajo se encontró cierta similitud en los determinantes antigénicos 

presentes en la pared de los ooquistes de Cparvum y Cbaileyi, en contraste con 

Cmuris, donde se detectó unicamcntc al 25% de las proteinas que presentaron 

las otras dos especies . La relación antigénica entre las tres especies puede 

reflejar In función biológica del microorganismo asociada con sus sitios normales 

de desarrollo dentro del hospedero. Cparvum y C.baileyi se localizan 

generalmente en sitios mucosales, en contraste, C.muris se ha descrito sólo en el 

estómago de animales inmunocompctentes. 01 

Por otra parte, se reconocieron dos epitopos comunes en aislamientos 

humanos y bovinos de C.parvum procedentes de Nueva York, lowa, Florida, 

Brasil, México y Perú. La conservación de éstos determinantes antigénicos, en 6 

sitios geográficos diferentes, sugiere que pueden jugar un papel importante en el 

proceso de la infección, pero además pueden ser de gran utilidad con fines 

terapéuticos. 92 
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En la actualidad, mediante el uso de técnicas de Biología molecular, se tabaja 

con el material genético de esporozoitos purificados. elaborando bibliotecas de 

DNA con la finalidad de lograr clonar genes estadio-cspecificos, para en el 

futuro conocer con más detalle aspectos que no cstsn aún muy claros de la 

diferenciación sexual, del desarrollo y reconocimiento entre gametos y a su vez 

más sobre el desarrollo de la inmunidad por el hospedero hacia la coccidia. 65 
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vm. DIAGNÓSTICO 

Hasta hace algunos ailos el diagnóstico de la in focción por Cryptosporidium 

spp. requería necesariamente la identificación del parásito en la región de las 

microvellosidades del epitelio intestinal o respiratorio, y ésto se lograba mediante 

biopsia o al momento de la necropsia por microscopía de luz o electrónica. 

Sin embargo la agresión de la biopsia y su poca efectividad en el diagnóstico 

ocasionó que se desarrollaran diversas técnicas para la búsqueda de ooquistes en 

muestras de heces. 54,76 

El uso de métodos coproparasitoscópicos (CPS) tal y como se manejan para la 

identificación de quistes de protozoarios y huevos de helmintos no resolvió el 

problema, porque el tamaño de los ooquistes ( 4-5 micras) no permitia su 

observación. Entonces se comenzaron a diseñar o adaptar técnicas específicas 

para la identificación de los ooquistes. El primer dígnóstico no invasivo para 

becerros se reportó en 1978 y en 1980 para humanos. 25 

Actualmente existen diversas técnicas desarrolladas, que utilizan diferentes 

tipos de muestras dependiendo de la localización de la infección, (Ver tabla 
8.1 ).25.JO~"I 

Las muestras de heces, cepillados bronquiales, aspirados o esputo, pueden 

enviarse al laboratorio directamente como material en fresco, o bien en una 

solución conservadora que puede ser formol al 10% o dicromato de potasio al 
2.5% 2!1,54,62 

Se sugiere utilizar un método de concentración para disminuir la posibilidad de dar 

un resultado falso negativo, sobre todo en el caso de heces formadas, donde se 

sabe que se requiere una concentración de 500 X 103 ooquistes por gramo de 

heces para que puedan ser observados. 96 La• técnicas de concentación incluyen 

flotación con azúcar de Shcathcr, con su 1 fato de zinc al 33% y con cloruro de 

sodio al 36%. Mediante sedimentción comú~mcnte se utiliza una modificacípn a la 

técnica de Ritchíe donde se empica Formol-Etcr (í-E), también se llega a usar 

el método Formol-Acetato de etilo (FEA).25 
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TABLA 8.1 METODOS DISPONIBLES PARA EL 
DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium spp.25,30,54,62 

METO DO MUESTRA 

CONCENTRACION 
- Flotación -Heces 
- Sedimentación - Heces. esputo y aspirado 

bronauial (AB) 
TINCIONES 
- Convencionales - Heces, esputo y AB 
- Negativas - Heces. esputo y AB 
- Fluorescenles - Heces. esoulo y AB 
HISTOLOGIA - Tejido de duodeno, íleon, 
- Tinción hematoxilina - eosina colon, recto, pulmón v tráquea 
PRUEBAS INMUNOLOGICAS 
- lnmunofluorescencia direcla - Heces, esputo 
- ELISA - Heces, esouto y suero 
BIOLOGIA MOLECULAR 
-PCR - Tejido de duodeno, ileon, 

colon, recto, pulmón y tráquea 

En un estudio comparativo de éstas técnica• se observó que para sedimentación el 

método más sensible fué fonnol-étcr y para flotación, la técnica donde se usa 

cloruro de sodio; sin embargo las preparaciones no quedan exentas de restos 

fecales que interfieren en la observación, o bien que puedan confundirse con 

ooquistes, ésto sobre todo en preparaciones en fresco. 2s,s. 

Recientemente se publicó una modificación a la técnica de sedimentación FEA 

la cual corresponde a la flotación de las estructuras parasitarias con una solución 

saturada de cloruro de sodio, después de sedimentar, obteniéndose con ello 

preparaciones más limpia• que facilitan su observación. •s 
Después de concentrar, comúnmente se tiñen la• preparaciones para evidenciar a 

los pará•itos, para ello se han utilizado un número considerable de técnicas de 

tinción, las rnús empicadas son la• modificaciones hecha• a los métodos para 

teñir microorganismos ácido-resistentes, en donde se observan los ooquistcs 
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teñidos de rojo diferenciándose de otras estructuras con el colorante de contraste. 

En algunos casos se recomienda aclarar la pared de los ooquistes mediante un 

tratamiento con hidróxido de sodio, lo que pennile la observación de las 
estructuras internas, particularmente de los esporozoitos. 25. 76 

Otras linciones utilizadas para detectar ooquisles de Cryptosporidium se 

incluyen en la tabla 8.2. 

La lectura al microscopio de las preparaciones se realiza con elobjelivo de 

inmersión.25,45 Las linciones fluorescentes no permiten visualizar en detalle a las 

eslucluras internas de los ooquisles y en ocasiones es necesario realizar una 

técnica de tinción confinnatoria.2s 

En el diagnóstico por histología, estos protozoarios son reconocidos por su 

diminuto tamaño, se observan sobre la superficie del epitelio, incrustados en las 

vellosidades, y dan la impresión de ser proyecciones es!Cricas del lúmen. No 

existen coloraciones histológicas específicas que faciliten su identificación en 

los tejidos, por lo que se utiliza la tinción de rutina Hcmatoxilina-Eosina. 

En los ultimos años se han desarrollado diversas técnicas de inmunodiagnóstico 

para Cryptosporidium spp, una de ellas es la imnunofluorcsceneia directa (IFAl), 

que utiliza un Ac de clase lgG1 marcado con fluorcsccína dirigido contra la pared 

de los ooquisles, para la búsqueda de éstos en hcces.25 

En general no es una técnica de rutina pero se suele empicar en estudios 

epidemiológicos. Una limitación de ésta técnica, es que se llega a observar 

fluorescencia incspecífica y n veces es ncccsnrlo confinnar con otra técnica, o 

bien evidenciar a los csporozoitos mediante una linción especifica para 
éstos.1J,2s,9s 

Actualmente se encucntan disponibles en fonna comccial pruebas para detectar 

Ag en heces mediante inmunoensayo enzimático (ELISA) indirecto o de 

sandwich. 93 Esta prueba también se empica en la detección de Ag circulante, 

aunque todavía a nivel de investigación. 31 
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TABLA 8.2 TECNICAS DE TINCIÓN UTILIZADAS 

EN LA DETECCidN DE OOQUISTES 

1 

DETECCION DE 1 MORFOLOGI~11 TECNICAS OOQUISTES"' 
DIF. DE 

l'OCllS 1 JmiAN.i~ 
LEVADURA Se 

COCENIRACI(W 
FLOTACI<Íl 

- Az.úcar d" Shea- I • 3• ,. Buena Por m:rfologra 

lt.er, 

- Sulfato de Zinc ,. !• z• Regul.r Por ncrfoJog(a 

- Clortr0 de sodio ,. 2• 3• Buena Pcr rrcrfoloofo 

SEDIHOOACl(Jl 

- Fcnrol-Éter <FE) ,. 4• .. Buena Por rrcrro1o0ra 

- Fonrol-Acetalo Z• 3• .. Buena Pur rrorfologfa 

de cll lo <FEA> 

- FEA nrxliflcada 3• 4• .. Buena Por rrcrfolog(a 

lltr.l!ÍI 
- Zlehl-Ncclsen 2• .. ,. Excelente Por dlf, de color 

- Kln)'OSI rrodlf. 3• " .. Excelente Por dlf. de color 

- lilm!Sa " " .. Excelente Por ncrrolooí.a 

- e,-.,,, 2• 3• " Buena Pcr dlf, de color 

- Safr;'lnlna-Azul ID .., .., Buena Pcr dlf, de color 

de melllero 

TINCI<JES fEGATIVAS 

- Melen<111lna de A9 I• 1• 2• Deficiente Por dlf, de colnr 

- ~ligroslna ,. 1• 2• Deficiente Por dlf. dii! color 

- PAS rrodlficada .., l-0 2• Deficiente Por di r. de color 

- Ml>rbronlna .., 2• 3• Deficiente Por dlf. de color 

- Verde br i 11 ante .., 2• 3• Oeflr.lenle Por di r. de color 

TINCICJES 

Fll.IHSCENTES 

- Naranja de • • ,. Deficiente N::i se diferencian 
acrldlna 

-hrcmlna-rodiWTllna 1• I• J• DeflciPnte Por di f. de color 

- Al.iril!lina-carbol ,. 3• ,. 01Jena Por t.llf. de color 

fucsina 

"Facllldad de observac:IOO de dlferentu cantidades de ooqulstes en U\a pr~raclái. La proporcl6n 

1-4+ Indica eficiencia creciente de reconocl•lento vlsual, 
6 Calidad de observación de las estructuras Internas, esporozoltos en el ooqulste. 

e Foru de dlferenclacl&i entre ooqulstes y levaó.iras. 
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Dentro de las técnicas más modernas de Biología molecular, ha sido posible 

utilizar la rección en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar 

Cryptosporidium cn tejido fijado y embebido en parafina. Esta prueba permite 

hacer estudios retrospectivos, ya que emplea muestras que pueden ser conservadas 

por un largo período de tiempo. La aplicación de éste tipo de métodos provee una 

mayor sensibilidad y especificidad al dignóstico, sin embargo su uso se 

restringe a trabajos de investigación. '"' 

La tipificación de especie se realiza en general por observación del tamaño 

del ooquiste y por la morfología del mismo, no obstante algunos autores 

sugieren el empico de la técnica de inmunoclcctrotransferencia (Western blott) 

para diferenciar a C.muris de C.parvum. 10 

El uso de técnicas de serodiagnóstico, no ha tenido mucho éxito, pues como se 

discutió en lo referente a respuesta inmune, la presencia de Ac específicos no ~'S 

determinante de infección. La detección de éstos se realiza mediante 

inmunofluorescencia, asi como ELISA para determinar lgG e lgM.•ó 

Aún se discute la posible aplicación de éslas pruebas en el diagnóstico 

presuntivo de criptosporidiosis. 54 

La mayoría de las técnicas usadas se apoyan en la evidencia de que los individuos 

con infección sintomática eliminan una gran cantidad de ooquistes, además de que 

la consistencia líquida de las heces en la infección aguda facilita visuali1.ar al 

parásito. 96 

El diagnóstico de Cryptosporldi11m en mamíferos (incluyendo humanos), se 

realiza preferentemente con muestra' de heces, porque lu presentación de la 

infección es generalmente intestinal. En el caso de aves, las infecciones 

activas en intestino, aparato repiratorio o tracto urinario, se determinan mediante 

búsqueda de ooquistes en moco, fluidos o heces, a través de alguna técnica de 

tinción de las ya mencionadas, pudiéndose utili1.ar previamente algún método de 

concentración, o bien en cortes de tejido por histología. 7,25,54 

Una forma sencilla y económica de monitorear la presencia del parásito en trncto 

respiratorio, es mediante ru.~pado del epitelio traqueal, utilizando un hisopo. Con 

éste procedimiento los microorganismos son arrastrados por las libras de algodón, 
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y mediante agitación mecánica con alguna solución fijadora o aclarante, se 
puede separar a los ooquistes para teñirlos.M 

Las pruebas serológicas (IF AT y ELISA) se utilizan en la determinación de 

prevalencia, pero al igual que en mamíferos no se emplean en el diagnóstico de 
rutina 54 

Finalmente, la elección de la técnica de diagnóstico depende principalmente de 

los recursos con que se cuente, pero también se deben considerar las 
características y origen de las muestras. Algunos autores afirman que los 

métodos para detectar Ag en heces, son más sensibles que las téwicas 

microscópicas tradicionales para detección de ooquistcs. Sin embargo, todas las 

técnicas tienen limitaciones y se requieren m~s estudios para determinar el 
alcance de cada una de ellas. 97 
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IX. TRATAMIENTO 

9.1 QUIMIOTERAPIA 
Hasta ahora no se ha logrado idcnti ficar un tratamiento efectivo para 

criptosporidiosis. La terapia de elección disponible es hidratación oral y 

parentcral, especialmente en lactantes. 14,54 

La nutrición parcnteral también puede proveer ayuda en la recuperación de la 

infección, sobre todo en el caso de pacientes nmunodclicientes,quien~"S presentan 

cuadros de diarrea muy agudos. 14 

Generalmente se requiere hospitalizar al paciente, y cuando se trata de individuos 

inmunosuprimidos, remover la causa de ésta supresión es necesario para eliminar 

la infección, o al menos controlar los síntomas.2• 

Los pacientes con SIDA y criptosporidiosis usualmente presentan desgaste 

acelerado. La dicta debe ser individualizada y administrarse un régimen 

calórico adecuado. Puede producirse intolerancia a la lactosa y ucidos grasos, se 

deberán evitar estimulantes gastrointestinales como cafeina. 3 

Se ha probado un número considerable de fármacos tanto 

diferentes modelos animales 

borregos,bccerros además de 
resultados desfavorables. 9,24,54,7• 

incluyendo ratones 

pollos, obteniéndose en 

en humanos como en 

lactantes, ratas 

todos los casos 

En la tabla 9.1 se presentan diferentes fármacos usados y los hospederos en que se 

han probado. 

En general ningún agente terapéutico ha demostrado ser de utilidad en el 

tratamiento de la infección por Cryptosporid/um spp, sin embargo en la literatura 

existen reportes de que al administrar cspiramicina por vía oral a dosis de 3 g por 

día, se ha logrado controlar los episodios de diarrea en algunos pacientes con 

SIDA, aunque cabe mencionar que ésta mejoría se observa en pacientes que 

cursan las etapas tempranas del síndrome de inmunodeficiencia adquirida. 1.14,54 
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TABLA 9.1 FARMACOS PROBADOS PARA EL 
TRATAMIENTO DE CRIPTOSPORIDIOSIS 9,14,24 

Anfotericina 9h Espiramicina h,a Naproxen h 

Ampicilina h,a Estreptomicina a Nistatina a 

Amprolium h,a Etopabato a Norlloxacina a 

Arpinocina a Fenamidina a Paregorico h 

Bleomicina a Furaltadona a Paramomicina h 

Carbencili na h Furazolidona h,a Penicilina h 

Cefamandol h Furoato de diloxanida Pentamidina h 

Cimetidina h Gentamicina h,a Piperacina h 

Clindamicina h Halofuginona a Primaquina h 

Clondina h lndometacina h Pristinamicina a 

Clopidol a lnpacrina a Primetamina h 

Cloranfenicol a lodoquinol h Quinacrina h,a 

Cloroquina h lpronidazol a Quinina h 

Cloxacilina h lvermectina a Robenidina a 

Colestiramina h Kaolin-pectina h,a Salicilato de Bi h 

Colistina h Ketoconazol h Salinomicina h,a 

Cotrimoxazol h Lasalocid h Septrina h 

Decoquinato a Levamisol h Sulfonamida h,a 

Difluorometil-omitinaª Lincomicina a Sulfadimetoxina a 

Dimetridazol a Loperamida h Tetraciclina h 

Dinitolmida a Mepacrina h Tiabendazol h 

Ditrenoxilato HCI a Metilbenzoato a Trimetoprim-

Doxiciclina h Metronidazol h,a sulfametoxazol h,a 

Emetrilª Monensina a Tintura de opio h 

Enterolit N a Naproxen h Trinamidaª 

Eritromicina h Neomicina h,a Vancomicina h 

Espectinomicina a Nicarbacina a Zoaquin a 

a Probado en animales 
h Probado en humanas 

El medicamento a dosis elevadas puede generar toxicidad directa en el epitelio 

intestinal, manifestada por dolor abdominal, náuseas y vómito, necrosis celular 
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(apoptósis) y degeneración del epitelio, por ésta causa su utilidad como terapia 

puede verse limitada. •• 

En un modelo para criptosporidiosis respiratoria en ratas inmunosuprimidas los 

medicamentos inpacrina y sulfadimetoxina mostraron una eficacia parcial, 

haciéndose necesario ahondar en su estudio. 

Debido a que no se dispone de un fármaco eficaz que aclue contra los 

organismos del género Cryptosporidium y considerando que el estado 

inmunológico del individuo es determinante en la duración y severidad de la 

infección,la inmunoterapia representa una buena alternativa en la búsqueda de 
un tratamiento verdaderamente cfectivo.6.14,24,54,56,72,s9 

9.2 INMUNOTERAPIA 
Los primeros intentos de proveer inmunidad pasiva constituyeron la 

utilización de calostro hiperinrnunc bovino (HBC) y a la fecha existen numerosos 

trabajos al respecto, la mayoría coinciden en que la administración del mismo en 

forma continua y no por dosificación puede ayudar a controlar la diarrea 

presentada por algunos pacientes con SIDA e incluso se llega a disminuir la 

eliminación de ooquistes en heces. Se observa también que cuando se administra 

HBC a ratones lactantes en forma continua, previo al reto con el parásito, estos 

muestran menor susceptibilidad a la infección en comparación con los animales 

testigo, es decir el HBC puede proveer cierto grado de protección. 23,24,42.54,72,89 

Sin embargo no en todos los casos ésta inmunoterapia ha funcionado 

deteniendo la infección, tal vez porque si recordamos, la absorción de las 

inmunoglobulinas se da en intestino delgado principalmente en íleon y por lo 

tanto si el epitelio colonizado está dañado la función de absorción también. Se 

sabe que uno de los anticuerpos protectores presentes en el calostro es la lgG1. 

Algunos autores coinciden en que el HBC reconoce a una proteína de 15 KDa y a 

otra de 32 KDa localizada en la pared exterior del ooquisle. 23,56,89 
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No obstante una mejor estrategia sería neutralizar a los esporozoitos y 

merozoitos que son los estados autoinlCctantes, paro de ésta manera interrumpir 

el ciclo biológico del parásito.• 

En este aspecto se han realizado estudios de neutralización y se propone dirigir la 

producción de Ac del calostro contra Ag comunes presentes tanto en 

esporozoitos como en merozoitos. Se reporta una proteína de 15 KDa con éstas 

caracterísicas y ha sido usada en la producción de Ac monoclonales dirigidos 

contra los determinantes antigcnicos que se han identificado como 

inmunodominantes, observándose en la mayoria de los casos disminución de 

la carga parasitaria sin seguir un patrón 
definido, confiriendo protección parcial pero significativa.1•.•9,71,72 

Se plantea el uso de HBC, suero hiperinmune o Ac monoclonales en pacientes con 

infección persistente con la finalidad de evitar autoinfceción por ruptura de los 

ooquistes de pared delgada y con esto detener el daño a nuevas células. 72 

TABLA 9.2 ESTRATEGIAS INMUNES PROBADAS 
CONTRA CRIPTOSPORIDIOSISJ,24,79 

- lnterferón y h,a 

- lnte~eucina-2 h,a 

- Calostro hiperinmune bovino h,a 

- Factor de transferencia h,a 

•Probado en anímales 
h Probado en humanos 

- Sueros hiperinmunes h,a 

- Deshidroepiandrosterona a 
- Globulina sérica humana h 

- lgY de huevos hiperinmunes a 

Existe un reporte donde se propone la utilización de yema de huevos 

hiperinmunes de gallina (1 IEY) como fuente de Ac para inmunidad pasiva, los 

Ac protectores son de cla~e lgY y están contenidos en la yema, son resistentes a 

la temperatura a al tratamiento con ácidos, sin embargo la concentración de lgY 

es menor que la de lgGt en HBC, pero es mucho más fácil produci1 huevos 

hiperinmunes a mayor escala que el caso del calostro. En un estudio en el que se 

utilizaron ratones lactantes, se 

observó efecto protector al administrar un preparado de HEY. t• 
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Otros intentos por hallar algún elemento que pennita restablecer el nivel 
inmunológico de los individuos con criptosporidiosis, corresponde al uso 

del Factor de transferencia (TF) preparado a partir de linfocitos obtenidos de 

sujetos convalecientes de una infección por la coccidia, pero que además 

mostraron resistencia a un desafio con ooquistcs de C.parvum. En este reporte se 

indica que en 6 de 7 pacientes con SIDA y criptosporidiosis intestinal se logró 

controlar la diarrea tras la administración oral del TF, e incluso 4 de los 6 pacientes 

recuperados dejaron de eliminar ooquistes en heces. t4 

No se ha trabajado mucho en el desarrollo de un inmunógeno que desencadene 

la respuesta inmune humoral por dos razones principales, la primera de ellas 

corresponde a la característica de los individuos infectados de ser inmunodeficientes 

o cursar con una depresión del sistema inmune, esto los hace incapaces de montar 

una buena respuesta en contra del parásito, aún tratando de inducirla, por otro lado 

se ha observado que los Ac juegan un papel minimo en la inmunidad protectora, 

debido a que el, parásito está confinado a la superficie epitelial y además está 

protegido con una membrana cuyo origen es la membrana misma de la célula 

hospedera, evadiendo así la repuesta inmune.54 

Algunos autores apoyan la idea de que los Ac secretorios acoplados a 

mecanismos inmunes mediados por células, son los encargados de remover a los 

parásitos del epitelio intestinal. 54 

A este respecto se ha utilizado dcshidrocpiandostcrona como fámmco con 

actividad terapéutica, debido a que es un inmunomodulador, se ha observado 

que aumenta la actividad de las células T y B, disminuyendo la carga parasitaria, lo 

anterior se estudió utilizando un modelo de rata inmunosuprimida con 

dexarnetasona. 79 

Los estudios continúan en modelos animales, cultivos celulares, cultivos en 

embrión de pollo y en humanos con SIDA. 
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X. CONTROL 

Como ya se mencionó, los ooquistes de Cryptosporldlum pueden permanecer 

viables por mucho tiempo, existen reportes de que en solución acuosa y a 

temperatura ambiente son infcctivos aún después de un año.17,24.54 

Lo anterior aunado al hecho de que ningún desinfectante comercial es efoctivo 

contra el parásito hace muy dificil su eliminnciún del ambicntc.24 

Para controlar la propagaci<in de Cryptosporidium, o de otras coccidias se sugiere 

evitar la ingestión de agua o alimentos contaminados con tierra asi como no 

consumir verduras regadas con agua contaminada,24 además el personal de 

asistencia médica, médica veterinaria y de laboratorio, deberá manejar con la 

debida precaución tanto a los individuos sospechosos como 11 las muestras.11,24 

Se recomienda esterilizar el material potencialmente contaminado, mediante calor 

húmedo (autoclave) y para sanitizar mobiliario o fumigar recintos se puede utilizar 

formol o amoniaco, se sabe que esta' sustancias son efectivas a bajas 

concentraciones (5-10%) pero con un tiempo de exposición de al menos 1 !! 
hrs. 3,24,54 

En lo que respecta a pacientes inmunodcticicnlcs, se debe evitar su contacto con 

animales, incluso de compai1ia, para minimizar el riesgo de adquirir una infocci<in 

por Cryptosporidium.24 

Finalmente los principios básicos de higiene y el tener una alimentación adecuada 

se aplican como medida• fundamentales en el control de la infección por cualquier 

agente infoccioso. 
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XI. JUSTIFICACIÓN 

Como se ha descrito hasta el momento, la criptosporidiosis se presenta en 

individuos cuyo sistema inmune cursa por un estado de deficiencia, ya sea de tipo 

primario o secundario, siendo para éstos últimos de consecuencias fatales. 

Los intentos para encontrar un fármaco que actúe limitando la infección han 

sido inútiles, y en la actualidad se está prefiriendo indagar sobre la 

posibilidad de restablecer la respuesta inmune del paciente, al menos 

parcialmente, para lo cual es primordial contar con un modelo experimental. 

Con el presente trabajo se pretende dar inicio a una serie de estudios con la 

finalidad de contribuir al conocimiento de la Biología del microorganismo 

mediante la inducción experimental de infección a nivel intestinal en ratones, 

empleando ooquistes obtenidos de pacientes mexicanos que cursen 

criptosporidiosis. 

Así mismo se espera que los resultados que se obtengan con este ensayo, den 

pauta a seguir para el diseño de futuros trabajos, encaminados a estudiar tanto la 

incidencia del pariísito en nuestro pais, como otros aspectos relacionados con el 

curso clinico de la infección. 
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XII. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 
- Establecer un modelo experimental en ratones lactantes que permita el estudio 

de la infección por Cryptosporidium spp de origen humano. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 
1. Desarrollar una técnica para la purificación de ooquistes de Cryptosporidium 

spp a partir de heces. 

2. Determinar la dosis infcctiva 50 (Dl50) para ratones lactantes realizando para 

ello la inoculación de ooquistes de Cryptosporidium spp por vía 

intragüstrica, a tres concentraciones diferentes. 

3. Evaluar el establecimiento de la infección en los ratones, mediante el hallazgo de 

ooquistes en heces utilizando la técnica de Concentración, 

aclaramiento y tinción (CONA TlN). 

4. Obtener la cinética de eliminación de ooquistcs por observación de los mismos, 

en heces de ratones infectados a diforcntcs días post-inoculación. 

5. Comparar el desarrollo entre ratones infectados y ratones testigo tomando 

como parámetro el peso corporal. 

6. Analizar los cambios hislopatológicos producidos en tracto intestinal,· por 

observación de cortes histológicos (tinción hcmatoxilina-cosina) de intestino 

delgado. 

7. Determinar si los ooquistes de Cryptosporidium spp. provenientes de 

humanos son infcctivos para ratón. 
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XIU. MATERIAL Y METODOS 

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

Obtención y purificación de ooquistes 

Evaluación de la viabilidad 

Inoculación de ratones lactantes 

ooquisteslratón 
J04 
JOS 
JQ6 

Evaluar Desarrollo 
como ganancia en % de peso 

Gpo. Testigo 

Recolectar muestras 
de heces 

Sacrificar y 
obtener Intestino delgado 

Teñir las preparaciones 
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13.1 OBTENCIÓN Y PURIFICACIÓN DE OOQUISTES DE 
Cryptosporidium sp. 

Se trabajó con muestras de heces provenientes de pacientes tanto de consulta 

externa, como de las salas de nutrición e infcctologín del Hospital Infantil de 

México "Federico Gómez". 

Las muestras se seleccionaron en base a consistencia y color de acuerdo a las 

siguientes características: 

CONSISTENCIA COLOR 

Líquidas con moco Verde 

Líquidas sin moco Amarillo 

Blandas mucoides Café 

Blandas sin moco 

Semiblandas con moco 

Las muestras seleccionadas se procesaron para la técnica de tineión que a 

continuación se describe: 

13.1.1 CONCENTRACION, ACLARAMIENTO Y TINCION, TECNICA 
PARA DETECTAR OOQUISTES DE 

Cryptosporidium spp. 

CONCENTRACIÓN: 
Diluir las muestras dependiendo de su consistencia, para muestras blandas 
1: JO con agua destilada, para muestras liquidas 1: 1 O con 
destilada y para muestras mucoides 1: 1 O en NaOH 0.2N. 

Colar sobre malla de alambre y colocar en tubos cónicos de 15 mi. 

Centrifugar a 700g por un minuto y decantar. 

Resuspender en 1 Oml de agua destilada y centrifugar a 700g por 3min. 
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ACLARAMIENTO: 

A un volumen de 1 mi de sedimento agregar tres volúmenes de NaOH 0.2N agitar 
e incubar a 37 ºC duraote 30 min. 

Centrifugar a 700g 1 min, retirar el sobrenadante y del sedimento hacer frotis 
delgados. 

TINCIÓNb: 

F[jar el frotis con metano! hasta evaporación. 
Teñir con carbol-fucsina (fucsina bá~ica lg, alcohol elilico absoluto IOml, 
fono! 5ml y aforar a 1 OOml con agua destilada) teftir por 3min. Lavar con agua 
corriente. 

Decolorar con H2S04 al 10% vlv. Lavar con agua corriente. 

Contrastar con verde brillante al 1 % p/v por 30 seg. Lavar con agua corriente. 
Dejar secar y observar a 1 OOX. 

Una vez identificados los pacientes con máxima eliminación de ooquistes, se 

recolectaron las heces de 72 hrs. aprox. 

Posteriormente se procesaron mediaote la técnica de scmipurificación y 
los botones obtenidos se diluyeron en K2Cr20 7 2.5% , 1 :2 y se conservaron a 4ºC 

hasta su uso. 

13.t.2 SEMIPURIFICACIÓN DE OOQLllSTES 
Adicionar a un tubo cónico de l 5ml aprox. 7 mi de heces y diluir con sol. de 
bienrbonato de sodio al 2.5% p/v ( 1: 1) agitar en vórtex y dejar reposar 1 O min. 

Centrifugar a 1 OOOg 2min, eliminar el sobrenadante. 

Agregar al botón 1 Oml de bicarbonato de sodio al 2.5% agitar, centrifugar y 
eliminar el sobrenadantc. 

Hacer un lavado al botón con 1 Oml de agua destilada. 
b Tinción para microorganismos ácidorcsistcntcs modificada de Kinyoun. 

54. 



Adicionar 5ml de hipoclorito de sodio al 10% v/v, agitar y mantener en baño de 
hielo por 5min. 

Centrifugar a lOOOg 2min y separar el sobrenadantc. 

Lavar el botón alternando agua destilada y SSF, hasta que el olor a cloro 
desaparezca. 

Para la purificación de los ooquistcs se realizó la adaptación de la técnica de 

ílotación en colchón de sacarosa•, utilizada para recuperar quistes de Giardia 

lamblia. Se realizó una curva de la relación entre concentración de sacarosa y 

% de recuperación de ooquistcs para obtener las condiciones de trabajo. Se 

utilizó una suspensión del semipuriticado previamente estandarizado a 125 000 

ooquistes/ml, realizando el conteo en un hcmocitómctro. 

Las concentraciones de la solución de sacarosa utilizada fueron las siguientes, 0.5 

M, 0.6 M, 0.7 M, 0.75 M, 0.8 M, 0.85 M, 0.9 M, 0.95 M y 1 M, empicadas en la 

siguiente técnica: 

13.1.3 PURIFICACIÓN DE OOQUISTES< 
A un tubo cónico de 15ml adicionar 3ml de solución de sacarosa 0.85M a 4 ºC, 
y sobre este colchón agregar 3ml de suspensión de ooquistes semipurificados. 

Centrifugar a 800g 2min. 

Se observa la formación de un anillo entre las dos fases formadas, separar la 
interfase cuidadosamente. 

Lavar los ooquistes recuperados con SSF y volver a pasar sobre un colchón de 
sacarosa nuevo. 

Los ooquistes purificados se conservaron en K2Cr207 a 4ºC. 

Para evaluar la viabilidad de los ooquistes se indujo el proceso de exquistación 
.in..YiJn.i, que a continuación se detalla: 

e Comunicación personal pM.C. David Cruz Olvcra, CINVEST A V IPN. 
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13.1.4 EXQUISTACIÓN in vitro 15,53,BD.84 

Adicionar a un tubo cónico de l 5ml, 1 mi de suspensión de ooquistes purificados 
en SSF y 10 mi de agua destilada, centrifugar a 500g IOmin. 

Eliminar el sobrenadante y agregar 5ml de solución de antibióticos (Penicilina 
500 Ul/ml, Estreptomicina 5mg/ml y Anfotericina B 50mg/ml) incubar a 37ºC 
durante 12 hrs. 

Realizar de 2 a 3 lavados con SSF estéril para eliminar los residuos de antibiótico. 

Al botón resultante agregar 5ml de hipoclorito de sodio al 1. 75% v/v y mantener al 
bailo de hielo por 12min. 

Realizar lavados alternados c-0n agua destilada y solución salina balanceada de 
Hanks ( HBSS) estéril hasta que el olor a cloro desaparezca. 

Suspender el botón en 3ml de 1-IBSS estéril e incubar a 37ºC durante una hora, 
agitando cada 15 min. 

Agregar 2-3 mi de solución de exquistación e incubar a 37 ºC durante 3 hrs. 
Observar en frotis teñido. 

13.2 INDUCCIÓN DE INFECCIÓN INTESTINAL 

13.2.1 MATERIAL BIOLÓGICO: 
Se emplearon ratones de Ja cepa BALB/c, cuatro hembras gestantes despara~itadas 

con el fármaco Tinidazol (40 - 50 mg/Kg) y monitoreada~ mediante examen 

coproparasitoscópico (CPS) a lo largo de Ja gestación para asegurar que estuvieran 

libres de pará~itos intestinales. 

Al momento del nacimiento se ajustaron las camadas a 8 animales cada una. La 

inoculación de los ratones se llevo a cabo entre los 4 - 5 días de edad, previamente 

se mezclaron todos Jos animales y se distribuyeron aleatoriamente en cada Jote, ello 

con Ja Jinalidad de minimizar la variabilidad biológica entre las 4 camadas. 
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13.2.2 INOCULACIÓN 

Se prepararon 3 suspensiones de ooquistcs purificados, lavados con 1-IBSS estéril, 

y resuspendidos en solución salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril, a las 

siguientes concentraciones: 

2 X 1 ()4 ooquistes/ 100 µ1 
2 X 1 os <K>quistcs/100 µI 
2 X 106 ooquistes/100 µ1 

La inoculación se realizó por vía intragástrica mediante una sonda de 

alimentación ( Abbot 0.2 cm de diametro), el volumen administrndo a los 4 

grupos fue de 50 µ1 bajo el siguiente esquema: 

GPO 
1 

Ooquistes inoc11/adoslratón 
1X104 

11 1X1os 
Ill 1X106 

TESTIGO 

13.3 EVALUACIÓN DEL ESTABLECIMIENTO DE LA 
INFECCIÓN 

13.3.1 DETECCIÓN DE OOQlllSTl<:S EN llECES 

Se recolectaron muestras de heces periódicamente desde el día O p.i , las cuales se 

procesaron para la técnica de tinción modificada de Kinyoun. 

La lectura de los frotis se hizó con el objetivo de inmersión ( IOOX). 

Determinándose presencia de infección y grado de eliminación de ooquistes en 

heces, que se registró bajo los siguientes panímetros•º: 

O= Ningún ooquistc observado 
!= < 1 ooquiste por campo 
2= 1-5 ooquistes por campo 
3= 6-20 ooquistes por campo 
4= > 20 ooquistes por campo 
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13.J.2 EVALUACIÓN DE LA GANANCIA DE PESO 

Todos los animales se pesaron al momento de la inoculación y periódicamente 
hasta el día 20 post inoculación (p.i). 

En los dias 4,6,8,10,12,14,18 y 24 se retiró un ratón de cada grupo de animales 

inoculados, así como del folc lcsligo y se sacrificmon. Se lomó una muestra de 

materia focal de colon y se prepararon frotis tenidos por la técnica modificada de 
Kinyoun. 

El intestino delgado se retiró, seccionó y lavó en SSF estéril. Las muestras se 

depositaron en viales conteniendo solución fijadora de Bouin, se mantuvieron en 

fijación durante 24 hrs, lavándose posteriormente con agua corriente y se 
conservaron en etanol al 70%, hasta su procesamiento histológico. 

13.2.J PROCESAMIENTO HISTOLÓGICO 
DESHIDRATACIÓN: 

Las mueslras lijadas se sometieron a un proceso de deshidratación que 
consistió en dos pasos en acciona concentrada, el primero durante 15 min y el 
segundo de ellos por 60 min. 

ACLARAMIENTO: 
Esle proceso se llevó a cabo colocando las muestras en benceno concentrado, 

un primer paso de 15 min y un segundo paso de 60 min. 

INFILTRACIÓN: 
Después del aclaramiento, las muestras se infiltraron con parafina en dos pasos 

de 1 hr cada uno. 

Se realizaron cortes de 6 µm de espesor a las muestra~ incluidas en bloques de 

parafina y se tiñeron con hemaloxilina-eosina, para lo cual se requirió sumergir 

los cortes en las sustancias el tiempo que a continuación se describe: 
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TREN DE TINCIÓN llematoxilina-Eosina 47 

- Desparafinar en Xileno 1 O min 
- Desparatinar en Xileno 1 O min 
- Rehidratar en etanol absoluto 5 min 
- Rehidratar en Etanol 96° 5 min 
- Rehidratar en Etanol 90º 5 min 
- Lavar con agua corriente 
- Hematoxilina 
- Lavar en agua corriente 
- Eosina 
- Lavar en agua corriente 
- Deshidratar en alcohol 96º 
- Deshidratar en alcohol 96º 
- Deshidratar en alcohol absoluto 
- Deshidratar en alcohol absoluto 
- Aclarar en xileno 

5-10 min 

3-5 min 

5 min 
Smin 
Smin 
Smin 
!Omin 

La observación de las preparaciones se realizó con los objetivos de 1 O y 40 X 

para evaluar daño en las vellosidades intestinales, y a 100 X para buscar al 

parásito. El grado de colonización intestinal se designó como sigue37 : 

O= Ningún parásito observado 
1 = > de 1 /3 del epitelio colonizado 
2= <de 1/3 del epitelio colonizado pero< de 2/3 
3= > de 2/3 del epitelio colonizado 

13.3.4 TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 
Los datos obtenidos para las variaciones de peso corporal de los ratones se 

analizaron por el método de intervalos múltiples de Duncan63. 

Se calcularon las medias y desviaciones estándar para los datos de la cinética de 

eliminación de ooquistes y se realizaron pruebas de hipótesis (p<O. 1) con la 

finalidad de encontrar diferencias significativas entre los tres grupos de 

animales infectados. 

Para el grado de colonización del parásito en intestino delgado, también se 

calcularon las medias asi como las desviaciones estandar'". 
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XIV. RESULTADOS 

PURIFICACIÓN DE OOQUISTES 
DE Cryptosporidium spp 

Los resultados de la curva de la relación entre concentración de sacarosa y el % 

de recuperación de ooquistcs para la técnica de llotación en colchón de sacarosa se 

resumen en la tabla 14.1 

A partir de estos datos se decidió trabajar con una solución de sacarosa de 

concentración 0.8M, porque provee un buen grado de recuperación (87%), pero 

además esta densidad del colchón de sacarosa, permite el paso de la mayor 

cantidad de restos orgánicos hacia el fondo del tubo, quedando los ooquistes en la 

interfase formada (Ver fig. 14.1 ).Con el incremento de la concentración 

también se ve aumentada la cantidad de restos orgánicos que quedan atrapados 

en la interfase ya que tienen la característica de ser poco densos. 

EVALUACIÓN DE LA VIABILIDAD DE LOS OOQUISTES 

Se demostró mediante el proceso de exquistación in vitro, la viabilidad de los 

ooquistes empleados en este trabajo, lo cual se puso de manifiesto por el 

reblandecimiento de la pared del mismo. Esto se observó en una preparación 

teñida con la técnica modificada de Kinyoun tomada a las 4 hrs de haber 

contactado la suspensión de los ooquistes con la solución de exquistación. No 

sólo se logró el aclaramiento de las estructuras con observación de los cuatro 

esporozoitos en el interior del ooquiste, sino que se aprecia ruptura de los 

mismos (Ver fig. 14.2) 
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TABLA 14. 1 RELACIÓN ENTRE EL PORCENTAJE 

DE RECUPERACIÓN DE OOQUISTES Y 

CONCENTRACIÓN DE SACAROSA. 

. PORCENTAJE DE 
CONCENTRACION 

RECUPERACIÓN 
DE SACAROSA 

DE OOQUISTES 

0.5 M 1.92 •/- 0.31 

0.6 M ó.E6 •/- 1.43 

0.7 M 31.06 •/- 7.69 

0.75 M 64.46 t/- 6.2 

0.8 M 87.44 t/- 4.07 

0.85 M 82.61 •/- 12.25 

0.9 M 82.28 •/· 9.85 

0.95 M 85.10 •/· 8.02 

1.0 M 85.64 •/· 13.36 

-

T(CN!CA lilll!ZADA: Fiolación en colcron de satarosa. 
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Fig.14.1 Microfotografía de un ooquiste de Cryptosporidium 
(incoloro) suspendido en solución de sacarosa y 
contrastado con azul de Loeffler. Se observan 
estructuras internas refringentes que corresponden a 
los esporozoitos (E). Amplificación X 1000. 
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Fig. 14.2 Microfotografía de ooquistes de Cryptosporidium 
( rojos ), después de un contacto de 4 hrs. con 
solución de exquistación. Se observan algunas 
paredes ( no teñidas ) debido a la ruptura de los 
ooquistes (OR) y se aprecian en algunos casos los 
esporozoitos (E) visibles dentro del ooquiste teñido. 
Tinción modificada de Kinyoun. 
Amplificación X 400. 
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ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCIÓN 

Se logró inducir infección intestinal en los 3 gpos de animales inoculados como se 

observa en la tabla 14.2. Sin embargo se aprecia una diferencia entre los 

resultados obtenidos con el empico de la técnica de tinción modificada de 

Kinyoun y el% de animales infectados determinado por histología. No existe una 

diferencia marcada para una misma técnica entre grupos. (ver figura 14.3) 

Para los grupos 1 y 111 se logró infectar al IOO% de los ratones y para el grupo 11 el 

87.5%. según observación de los parásitos sobre el epitelio intestinal mediante la 

tinción histológica Hematoxilina-Eosina. 

Las diferencias entre los hallazgos con las dos técnicas de diagnóstico se 

analizan en DISCUSION. 

CINETICA DE ELIMINACIÓN DE OOQUISTES: 
Los ooquistes se observaron teñidos de rojo, sobre fondo detrcminado por el 

colorante de contraste (Ver fig. 14.4 y 14.5). 

La aparición de ooquistes en heces se detectó a partir del día 4 p.i (0.66) para 

los animales del grupo 1 (Ver tabla 14.4 y figura 14.6) y a partir del día 6 p.i para 

los grupos 11 (0.75) y 111(0.5). Desde ese momento se registra un incremento que 

alcanza su máximo al tila 8 p.i para los tres grupos, (1 y 112.0, 111 1.0). 

Para el grupo 1 se observa una tendencia a disminuir el grado de eliminación de 

ooquistes hasta el día 13 p.i (1.0) manteniéndose constante hasta d final del 

experimento (día 24 p.i). 

Para los ratones inoculados con 1 X 1 O ooquistes (grupo 11) hay un descenso. en el 

día 10 p.i (1.6), al dha 12 p.i (1.4) y nuevamente decrece en el día 13 p.i 

( 1.0) manteniéndose sin variación hasta el día 24 p.i. 

Para el gpo 111 hay un ligero descenso al día 10 p.i (0.9) recuperándose el nivel 

al dla 12 p.i (1.0), a partir del cual permanece constante hasta el dia 24 p.i. 

Existe una diferencia estadística significativa {p<O. I) en los resultados obtenidos 

el día 1 O p.i, observándose un grado de eliminación menor para el grupo 111 ( 1.0), 

en comparación con los grupos 11(2.0)y1 (2.0). 
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EVALUACIÓN DE LA GANANCIA DE PESO 
El mayor incremento se observó en el periodo de 6-l 1 día~ p.i para los grupos 

1(37.99%), 111(38.83%) y IV(44.10%) y para el grupo 11(36.19%) en los dla~ 0-5 

p.i. 

No se registran diforencia~ significativas (p< 0.05) en los incrementos entre 

grupos en comparación al control, tanto en los diferentes periodos de tiempo como 

a lo largo de todo el experimento (0-20 dhas p.i), ver tabla 14.3 y lig. 14. 7. 

GRADO DE COLONIZACIÓN EN INTESTINO DELGADO: 
Se obtuvo un grado de colonización para el grupo 1 y lll de ( 1.0) y para el 

grupo 11 (0.87). Se observaron pocos parásitos sobre el epitelio (Ver fig. 14.8). 

El mayor grado de colonizaci<ln se registró para los grupos 1 y 111, sin embargo 

la tendencia general fue la presencia de parásitos en menos de 113 de la 

superficie epitelial del intestino (Ver tabla 14.3 y lig. 14.9). 
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TABLA 14.2 TOTAL DE ANIMALES INFECTADOS 

GRUPO 

1 

11 

lll 

1 
KX:NVOUN 

1 
HISTOLOGIA 11 OOQUISTES 

INOCULADOS 

1 11 11 
(T) " (T) 

1 X rn4 7/1\ 87.~J {j/11 

,, 
! X 10' ó/8 ?~1 7/B 

1 X 10
6 6/B 15 l)/íl 

TABLA 14.3 GRADO DE COLONIZACIÓN 

EN INTESTINO DELGADO. 

GRUPO 
OOQUISTES GRADO DE 

INOCULADOS COLONIZACIÓN• 

1 1 X ¡~·I 1.0 

11 1 X 10
5 0.87 •I · 0.35 

l1J 1 X 106 l.~ 

1 

Valores +/- desviación estahdar, El grado de colonlzacioO se deter11lnó 

p:ir observaclc:Xi de organismos sobre el epltel lo Intestinal mediante 

la tlnclÓn hlstolÓglca hetlatoxl l lna-eoslna, bajo los sJg, parámetros: 1 ' 

0 • N.TngÚl organismo observacb, 1 • < 1/3 del epltel lo ca Ionizado. 

2 • > a 1/3 pero < a 2/3 del epltel lo colonizado. 3 • > a 1/3 del epl

tel lo colonlUKb, 
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FIG. 14.3 TOTAL DE 
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Fig. 14.4 Microfotografía de ooquistes de Cryptosporidium 
(rojos) en heces de ratón, se observan claramente 
cuatro esporozoitos (E) teñidos de rojo rodeados 
por la pared del ooquiste. CONATIN. 
Amplificación X 1000. 
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Fig. 14.5 Microfotografía de ooquistes de Cryptosporidium 
( rojos ) eliminados en heces de ratón. En 
algunos casos se observan los cuatro esporozoitos 
(E) y los microorganismos de la flora intestinal se 
observan teñidos de azul. Tinción modificada de 
Kinyoun contrastada con azul de metileno. 
Amplificación X 400. 
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TABLA 14.4 CINETICA DE ELIMINACIÓN 

PARA OOQUISTES DE Cryptosporidium. 

GRADO DE ELIMINACION' 

D. P. I[ 

GPO. r' 
11 

GPO. r r' 11 GPO. I IIº 

4 0.66 •/- 0.58 0 0 

6 1.0 0.75 •/- 0.5 0.5 •/- 0.7 

8 2.0 •/- 1.0 2.0 •/- 1.41 . 1.0 

10 1.8 •/- 0.63 1.6 •/- 1.34 0.9 •/- 0.54 

12 1.6 •l-1.14 1.4 •/- 0.89 1.0 

13 1.0 1.0 1.0 

14 1.0 1.0 1.0 

17 1.0 1.0 1.0 

16 1.0 1.0 1.0 

20 1.0 1.0 1.0 

24 1.0 1.0 1.0 

" Valor-91; +/- dnvlaclÓn efltál"lmir. El gr:acb de el l11inacl~ ce deter-.. Jnci por 

observacl&, de heces teñidas: con la técnica de Klnvatn y bajo los siguientes 

pará.lotros: O- Nlngui ooqulste observado, I• < 1 ooquJste observad:> por capo 

2• 1-5 ooq.1lstes por ca.pe, 3• 6-29 ooqulstes por campo, 4• > 20 ooqulstes 

observacbs por ca.po, 

81 ~ 10
4 

ooqulstes lnoc:ul.OOS por r41to0 

c1 x 10
5 

ooqulstes Inoculados por ratón 

01 x 10
6 

ooquJstes lnocul~s por ratM. 
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FIG. 14.6 CINETICA DE 
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TABLA 14.5 VARIACIÓN DE PESO EN PORCENTAJE 

A DIFERENTES PERIODOS. 

GANANCIA DE PESO EN " OOQUISTES A DIFERENTES PERIODOS (O.P. I) 

INOCULADOS 
0-s 6-1 1 12-17 1a-20 

1 X 10
4 33.19 37.'Y! 27.88 19.55 

•/- 3.28 •/- 6.5 •/- 2.8 •/- 0.9 

1 X 10
5 36.19 26.67 30.61 20.31 

•/- 7.31 •/- 7.4 +/- 4.8 •/- 3.6 

1 X 10
6 

34.66 38.83 27.04 19.33 
•/- 1.85 •/- 2.96 •/- 3.98 •/- 1.9!1 

IESTJf.O 30.29 44.10 40.92 21.92 
•/- 3.20 •/- 4.36 +/- 2.02 •/- 5.25 

Anal lsl• estacHstfco realliacb por el .-eto<b de Intervalos -.JI tiples de Ouncan. 

t-b se observó dlfererencl• estad(stfca significativa entre los cuatro gr-~s a 

nlng.i, periodo. 

0-20 

1~1.5 

•/- 7.47 

119.7 
•/- 6.5 

128.01 
•/- 5.91 

140.60 
•/- 6.47 



FIG. 14.7 VARIACIÓN DE PESO 
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Fig. 14.8 Microfotografía de intestino delgado de ratón 
infectado con Cryptosporidium. La flecha indica un 
organismo rodeado por la superficie epitelial. 
Tinción hematoxilina-eos1na. Amplificación X 1000. 
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XV. DISCUSIÓN 

Las parasitosis producidas por protozoarios representan una de los principales 

causas de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas lanlo en 

humanos como en animales. Su distribución geográfica es muy variada siendo 
muy frecuente enconlrar zonas endémicas comunes para diferentes parásllos." 

Actualmente alguna~ infecciones se eslán expandiendo debido al incremento de las 
condiciones inmunosupresoras, como es el caso de las lerupias para cáncer, 

infecciones retrovirales, dielas con escaso valor nutricional o bien casos de 
inmunodeficiencia primaria.57 

A pesar del enorme impacto que las in fccciones por protozoarios causan en Ja salud 

pública, exisle un contrasle importante entre los conocimienlos que se tienen a 

la fecha sobre estos organismos y lo que se sabe acerca de bacterias o virus 

causanles de enfermedades infecciosas. Una posible explicación de esle fenómeno 

podría ser que los Jugares donde se presentan de manera predominante eslos 

problemas, son paises subdesarrollados, cuya economía 110 les permile 

apoyar la investigación en 

nutricionales deficienles de la 

cualquier agente patógeno.57 

este campo; además 

población favorecen 

las condiciones 

el establecimienlo de 

Olro faclor importanle es la compleja estructura que poseen estos 

microorganismos y que dificulta su caracterización, pero sobre lodo su cultivo. El 

desarrollo 'Je modelos w1imales y sistemas in virro ha permitido el estudio de 
algunos aspectos sobre la Biología de eslos organismos, pero es in vivo donde se 

caracterizan y evalúan las sustancias con actividad lerapéutica, de aqui la 

importancia de eslablecer un buen modelo animal. 62, 1s 

En el caso de Jos parásitos pertenecientes al género Cryptosporidium, hasta 

hace algunos años se consideraba su estudio como una mera curiosidad 

cientlfica, pero con la aparición del SIDA, éste protozoario ha cobrado 

importancia al reconocerse como un agente patógeno oportunista, que a pacientes 

con irnnunodeficiencia severa les llega a oca~ionar la muerte.14,94 
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Uno de los principales problemas que representa trabajar con organismos de este 

género, es la dificultad para purificar los ooquistes eliminados en las heces, 

pues nonnalmentc se encuentran rodeados de una gran cantidad de moco y es 

dificil separarlos de los restos focales.•• 

El moco intestinal tiene la función de lubricar la superficie del epitelio y en 

pacientes con criptosporidiosis su producción excesiva arrastra a los ooquistcs 

hacia el exterior. La composición quimica de estas secreciones es 

básicamente glucoproteínas, albúmina y agua. s1 

La viscosidad del moco es el resultado de la capacidad de estas glucoprotcinas 

de fonnar enlaces intermolcculares y de esta manera adquirir un estado de gel, 

además interviene la concentración de otras sustancia~ como el calcio, la albúmina 

y el mismo pH.51 

En el presente trabajo se realizó un proceso de semipurificación con la 

finalidad de hacer una digestión del moco contenido en las heces que se 

utilizaron como fuente del microorgunismo, para tal efocto se trataron las 

muestras con una solución de bicarbonato de sodio al 2.5% (p/v), con lo que se 

pretendió modificar el pH, elevándolo de un nivel fisiológico o neutro a un rango 

alcalino, para desnaturalizar las proteínas y 

así disminuir la viscosidad del moco.si 

Postcrionncntc la muestra se trató con hipoclorito de sodio al 10%. Con éste 

procedimiento se aumenta la solubilidad de la~ proteínas que fonnan el moco y 

algunos restos de alimento. Debido a la gran clectroncgatividad que posee el 

cloro, ul unirse n los anillos aromáticos de los aminoácidos como el caso de lo 

tirosina, la polaridad de las proteínas se ve incrementada y con ello su 

solubilidad en agua. 

Las muestras se pusieron en contacto con la solución de hipoclorito de sodio 

al 10% durante 5 minutos a 4 ºC. se ha documentado que los ooquistcs no 

sufren alteraciones en la viabilidad de sus csporozoitos cuando éste contacto es 

por un periodo breve, sin embargo, se sabe también que esta sustancia induce el 

proceso de cxquistación, para evitar 

que esto ocurra, el sistema se mantiene a bajas tcmperaturas.21,so 
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Una vez eliminados los restos focales más grdJldes se realizó la concentración de 

los ooquistes mediante flotación sobre un colchón de sacarosa. 

Como ya se describió en resultados, se decidió utilizar la solución de sacarosa a una 

concentración de 0.8M porque el grado de recuperación (87%) de las 

estructura~ parasitarias fue el más adecuado en comparación a las otras 

concentraciones probadas (Ver tabla 14.1 ), la densidad del colchón era lo 

suficiente elevada para no pennitir la sedimentación de los ooquistes, pero si el 

paso de la mayoría de los restos orgánicos, con esto las preparaciones en fiesco 

observadas a esta concentración fueron las más limpias (Ver figura 14. l ). 

Se reporta en la literatura el uso de una técnica de purificación de ooquistes en 

un gradiente de sacarosa4 , mostrando un % de recuperación de 44% después 

de pasar las muestras por dos ocasiones en el gradiente. En nuestro caso, los 

resultados presentados se obtuvieron con un solo paso por el colchón de sacarosa, 

un segundo paso podria disminuir el porcentaje de recuperación, pero 

seguramente se obtendrian ooquistes con menos contaminación por detritrus o 

bacterias. 

En el mismo trabajo se utilizó también una técnica de purificación en gradiente de 

Percoll, con un % de recuperación del 34%.4 

En otro reporte se observó un grado de recuperación de ooquistes 80-90% a partir 

de una suspensión de heces mediante el empico de un procedimiento de digestión 

con hipoclorito de sodio y extracción con éter.82 Sin embargo, en nuestra 

experiencia ésto técnico proporcionó un grado de recuperación muy pobre < 5% 

(Datos no presentados), lo que significa una diferencia importante con lo 

reportado por los autores. 

Comparando nuestros resultados, creemos que la técnica de flotación en 

colchón de sacarosa 0.8 M, proporciona una buena alternativa en la purificación 

de ooquistcs, siendo necesario evaluar la posibilidad de disminiur aún más la 

contaminación por detritus. 
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Posterior a Ja recuperación de los ooquistes se conservaron en dicromato de 
potasio ( K2Cr207 ) al 2.5% p/v en solución acuosa, en éste ca'o el anión <licromato 

a pH neutro, insolubiliza las proteínas de la pared de los ooquistes sin coagularlas, 

es decir sin alterar su estructura conformacional, el mecanismo por el cual ejerce 

este efecto no esta bien entendido, pero se postula que la reducción del Cr VI por 

los componentes orgánicos, seguido de la fonnación de compuestos coordinados 

de Cr 11! con átomos de oxigeno y nitrógeno de las macromoléculas 

estructurales de los organismos podría ser el mecanismo responsable de la 
conservación.47 El efecto es reversible al eliminar el K2Cr20 7 con lavados de 

agua destilada. En nuestro caso los ooquistes se conservaron K2Cr20 7 
aproximadamente durante dos meses antes de su uso, se logró mantenerlos en 

buenas condiciones y con un minimo de contaminación microbiana. 

Previo a la inoculación de los ratones se indujo el proceso de cxquistación in 

vitro, con la finalidad de evaluar la viabilidad de los ooquistes, pues era posible que 

con el tratamiento de purificación y conservación se hubieran dañado y por tanto 

no producirse infección en los animales. Como ya se detalló en lo referente a 

resultados, se observó reblandecimiento de la pared de los mismos, lo cual se puso 

de manifiesto por aclaramiento de los esporozoitos y por la ruptura de algw10s 

ooquistes (Ver figura 14.2). 

Esto es indicativo de que se trataba de estructuras viables, pues respondieron a 

los estimulos tanto químicos como fisicos a que se expusieron. 

En lo referente n In reproducción in viva de In infección, se decidió trabajar con 

ratones como unidad experimental, ya que las infecciones causadas por otras 

coccidias han sido estudiadas exitosamente en estos animales, y si recordarnos el 

hospedero donde se identificó por primera vez a los organismos del género 

Cryptosporidium fue precisamente el ratón de laboratorio. 24,27,43,54,103 

Se utilizaron ratones neonatos de la cepa BALB/c en base a lo que se reporta en 

un estudio realizado con 19 cepas diferentes de ratones inmunocompetentes, 

induciendo infección por Cryptosporldi11m, donde se presenta a la cepa BALB/c 
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como la más susceptible en comparación con otras sin manipulación 
inmunológica. •o 

El objetivo central de este trabajo fue desarrollar un modelo animal con la 

finalidad de estudiar la infección a partir de aislamientos humanos, es decir 

utili7.ando como fuente de ooquistes las heces de pacientes con 

criptosporidiosis intestinal, si bien estos individuos eliminan una gran cantidad de 

parásitos, se hacía necesario determinar un tamai1o de inóculo constante para los 

ratones, que nos pennita infectar de manera eficaz a los animales, pero que a su 

vez no represente el empico de cantidades elevadas de ooquistes, limitando así el 

uso del modelo, sobre todo por lo que representa la purificación de los mismos. 

Para tal fin se trabajó con tres dosis diferentes, 1 X IQ4 , 1 X 105 y 

1 X 106 ooquistes/ratón. En la tabla 14.2 se muestra el total de animales 

infectados para los tres grupos de ratones inoculados, observándose una 

diferencia entre el % de positividad detenninado con la técnica de tinción 

modificada de Kinyoun y los hallazgos en intestino delgado por histología 

Lo anterior puede explicarse porque algunos ratones fueron sacrificados en los 

días 4 y 6 p.i, justamente al inicio de la eliminación de ooquistcs en heces (Tabla 

14.4 y figura 14.6). 

El ciclo biológico del protozoario se completa aproximadamente entre las 72-96 

hrs p.i, es decir a este tiempo se inicia Ja fonnación de ooquistcs nuevos, sin 

embargo se postula que estas estructura~ formadas durante la etapa temprana de la 

infección, sewi de purcd dclgmlu, lu cuul se rompe en el interior del intestino del 

hospedero y por tanto no se eliminan abundantes ooquistes en heces.1.16,26.37 

Por otra parte, debido a que resulta particulannente dificil recolectar la~ muestras 

de heces en ratones tan pequeílos, es posible que en el extendido de materia fecal 

que se observó, no estuvieran presentes estructuras parasitarias o bien en muy 

mínima cantidad, sobre todo en los primeros días cuando la eliminación de 

ooquistes apenas inicia. Se sabe también que se requiere la presencia de 5 X 1 o5 

ooquistes/g de heces, para que sean detectados por las técnicas comunes de 

tinción. 96,97 
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En lo que se refiere a los cortes de intestino delgado teñidos para la técnica 

histológica hematoxilina-eosina, el % de animales infectados es mayor en los tres 

grupos inoculados con respecto a los resultados por la tinción modificada de 

Kinyoun, (ver tabla 14.2). Algunos autores reportan la presencia del parásito sobre 

las células epiteliales desde las primeras horas p.i (4-6 hrs). 16,26 

Lo anterior apoya la idea de 4ue mediante la técnica de tinción modificada de 

Kinyoun se obtuvieron resultados falsos negativos, sin embargo en el caso del 

diagnóstico de rutina, ésta posibilidad se disminuye al complementar la técnica 

de tinción con un método de concentración (ver sección de diagnóstico).24,96 

Al no existir diferencias marcadas en el % de animales infectados entre los 3 

gpos de ratones inoculados, no es posible establecer con estos datos la dosis 
infectiva 50 (Dl50), no obstante es claro que se encuentra por debajo de 1 X 

1 o4 ooquistes. En In literatura existen reportes a este respecto, refiriéndose para 

ratones lactantes infoctndos con Cryptosporidium spp, una 0150 de 1 X 103 

ooquistes.20.J8 

La cinética de eliminación de ooquistes se muestra en In tabla 14.4. Los ooquistes 

identificados presentan forma redonda a oval. Con un tamaño promedio de 3.5 x 3 

µm, y en algunos casos se aprecian la estructuras internas (esporozoitos) ver figura 

14.4. 

Como ya se mencionó, la liberación de ooquistes en heces se registró a partir de 

los días 4-6 p.i, siendo la edad de los ratones de 8-1 O días, estos hallazgos 

coinciden con Jo reportado por diversos autores, quienes manejan de 3-6 días p.i 
como periodo prepatente. 19,20,J8,40,5s,10 

En la fig. 14.3 se representa de manera gráfica la tendencia que siguió el patrón de 

liberación de ooquistes a lo largo del experimento. El máximo se alcanza entre 

los dlas 8-12 p.i y a partir de entonces comienza a decrecer, manteniéndose 

constante hasta el día 24 p.i. 

Para el grupo 1, inoculado con 1 X 1 o4 ooquistes/ratón, se observa que la 

eliminación de parásitos inicia antes que para los otros dos grupos, de igual 

manera el grado de eliminación es mayor para éste grupo. 
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Estos resultados difieren de lo esperado, pues a un menor tamaño de inóculo se 

presentaron evidencias de colonización más tempranas, asi como una eliminación 

de ooquistes más abundante, en este punto se podría pensar que al estar presente 

una cantidad elevada de microorganismos en el intestino tratando de infectar a 

las células epiteliales (como en el cuso del gpo. 111), se produzca con ello una 

estimulación antigénica mayor y por lo tanto la respuesta inmune que se monta es 

no solamente más temprana, sino también más efectiva como se observa en la 

figura 14.6. En ésta gráfica podemos apreciar que en general la tendencia de 

Jos tres grupos es similar, sin embargo aunque el máximo se alcanza en el dia 8 

p.i. para todos Jos grupos de animales intectados, el grado de eliminación es 

considerablemente menor para el grupo 111, siendo una diferencia estadistica 

significativa (p<O. J) en comparación con los grupos 1y11. 

Se reporta que la susceptibilidad al microorganismo decrece con el incremento de 

Ja edad en ratones, y se ha observado que es posible infectarlos dentro de un rango 

de edad que va de 4-14 dias post-nacimiento. Una razón que explica este 

fen'ómeno podria ser que Jos animales siguen un desarrollo normal por ser 

inmunocompetentes, y por tanto están expuestos a sufrir una serie de cambios, 

por ejemplo, el intestino delgado del ratón al nacer corresponde al 1.75% de su peso 

corporal, pero pura las 4 semanas de vida representa el 3.53% de su peso total, 

esto porque Ja pared del intestino duplica su grosor entre Jos días 19 y 22 post

nacimiento. Algunos cambios fisiológicos, asociados a estos cambios anatómicos, 

redundan afectando posiblemente el ataque y por lo tanto Ja colonización del 

tejido por la coecidia. 12,68.IOJ 

En ning(m momento se observaron signos clínicos de la infección, en contra~tc con 

Jo reportado en otros trabajos,'3°77 no se registraron diferencias estadísticas 

significativas (p<0.05) en Ja ganancia de peso de los grupos de animales infoctados 

en comparación al grupo testigo (Ver figura 14. 7). 

Lo anterior es indicativo de que se logró establecer coloni7.ación en intestino 

delgado por Cryptosporidium, pero sin causar daño aparente en la absorción de 

nutrientes, sin embargo no fue posible inducir enfermedad intestinal con 

aparición de signos clínicos como es la diarrea, lo que se apoya con los 
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Al momento del nacimiento los ratones están libres de microorganismos, 

pero dentro de las 24 hrs siguientes, ingieren lactobacilos que colonizan el epitelio 

secretor del estómago, en intestino delgado no hay una población bacteriana 

residente, debido a que el peristaltismo produce un flujo de alimentos muy rápido 

que hace al medio inapropiado para Ja invasión, no obstante el Streptobacillus 

mon/liformis posee estructuras de adhesión especializadas que le permiten atacar 

a las vellosidaes del epitelio, colonizando el intestino de ratones con edad entre 20 y 

25 dlas. as 

La mayor cantidad de microorganismos parte de la flora intestinal, se alojan 

el el intestino grueso y durante la segunda semana de vida pueden aparecer 

enterococos y flavobacterias, aproximadamente a partir del día 11 post

nacimiento, los ratones empiezan a ingerir alimentos sólidos y para el día 14 de 

edad estos can1bios en la dieta se acompai1anan de la aparición rápida de flora 

como anaerobios obligados, bacteroides y espiroquetas, siendo aproximadamente 

80 especies diferentes. Muchos de estos microorganismos poseen morfologías 

del tipo de bastones o filamentos muy delgados como los que observamos 

mediante la tinción modificada de Kinyoun (Ver figura 14.5). Se sabe por 

técnicas especializadas que estos microorganismo pertenecen a los géneros 

Clostritlium, Fusobacterium y Eubacterium.ss 

El papel de la microtlora ya ha sido discutido por otros autores como una de las 

causas de la resistencia que muestran ratones adultos a la infección por 

Cryptosporitlium JB,94 y que puede explicar en parte In escasa severidad de Ja 

infección obtenida en éste trabajo. 

Una forma en que la llora normal puede actuar limitando la infección, es de 

manera ílsica, es decir al ocuparse los sitios de ataque por los microorganismos 

diferentes a Cryptosporitlium, se disminuyen los posibles sitios de colonización 

por incremento en la demanda, pero además algunos otros se pueden 
enmascarar. 27.38,40 
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hallazgos histopatológicos, pues si bien se identificó al parásito sobre la superficie 

epitelial del intestino delgado, no se observó dai'lo en la arquitectura celular en 

general. 

Se identificó a la coccidia como pequeñas estructuras redondas adheridas a la 

superficie luminal de los enterocitos incrustados sobre el borde de cepillo (Ver 

tig. 14.8), las vellosidades intestinales pennanecieron sin alteraciones, no se 

observó edema o inflamación y en general se observaron pocos organismos en 

los cortes de intestino delgado, como se muestra en la labia 14.5. 

No fue posible detenninar si existe localización precisa de los organismos sobre 

alguna porción especifica del intestino delgado, debido a que el grado de 

inmadurez de los animales y su desarrollo tan acelerado ocasiona que la morfologla 

del tejido sea muy variada, no pcnniticndo diferenciar claramente duodeno, 

yeyuno e íleon. 

Para los tres grupos de animales infectados el grado de colonización fue muy 

similar, menor a 113 de la superficie epitelial. No se observó mortalidad 

asociada a la infección por Cryptosporidium. 

En experimentos realizados con ratones desnudos se ha observado el 

establecimiento de la infección por éste agente acompai'lada de diarrea muy 

intensa, baja considerable de peso corporal y en la necropsia se detecta daño 

intestinal severo. Se postula entonces que los mecanismos inmunes del hospedero 

actuan limitando la infección, ya sea mediante mecanismos inespcciticos o bien 

dirigiendo especiticarnente la respuesta inmunc.94 

En el presente trabajo se observa que el grado de eliminación declina u partir del 

dia 12 p.i y se mantiene constante hasta el día 24 p.i (Ver figura 14.6), es decir la 

infección comienza a ceder pero no se elimina al parásito cnmplctarncntc del 

epitelio intestinal, desarrollándose una infección crónica. 

Dentro de los posibles factores a considerar, se encuentra la maduración del 

sistema inmune de los ratones, lo que implica la adquisición de la capacidad de 

respuesta ante el ataque del protozoario, sin embargo algunos mecanismos 

inespeclticos pudieron hacer menos favorable la proliferación de 

Cryptosporidium, tal es el caso de la microllora intestinal nonnal. 
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Ratones adultos libres de genncncs han mostrado susceptibilidad a la infección, 

así mismo ratones desnudos adultos, muestran resistencia. Con esto se pone de 

manilicsto lu participación de la ílora microbiana como mecanismo 

inespecífico de defensa, pues animales deficientes de célula~ inmunes pero con 

microílora intestinal no se infectan a diferencia de los ratones libres de gcnnencs, 

pero con un sistema inmune intacto. 38 

Por otro lado los microorganismos constitutivos de la flora nonnal, son 

importantes para la digestión del hospedero debido a su producción de ciertas 

enzimas, sin embargo también proporcionan una estimulación antigénica 

constante. Al ser agentes cxtraílos, la~ moléculas antigénicas son pinocitadas de 

la luz intestinal por células especializadas, llamadas células M, presentes en las 

placas de Peyer. La captución es continua y los Ag intestinales son transportados a 
través de las células M a macrófügos, quienes procesan y presentan el Ag a LT, 

con la consecuente activación de éstas células. El proceso de activación 

redunda en la liberación de citocinas como es el ca~o del intcrforón gama (INF 
"(). 52,86 

Se ha sugerido que la susceptibilidad observada en ratones neonatos o libres 

de gennenes, se puede relacionar en parte con la producción deliciente de lNF 
'Y por falta de estimulación debida a su vez por la carencia de flora intestinal 

nonnal.3• También se ha observado que la administración de lNF y favorece la 

limitación de la infección por Crypto.~poridium en ratones BALl3/c neonatos, 

después del que el parásito ya se estableció en intestino.94 

El mecanismo por el cual se ejerce este efecto aún es incierto, pero dentro de las 
posibilidades se puede mencionar que el INF-y induce activación de macrófagos y 

con ello la producción de otras citocina~ como es la intcrlcucina 1 (IL-1) y el 

factor de necrosis tumoral (TNF). 
Otro efecto del INF 'Y podría ser favoreciendo la citotoxicicidad de LTCDB+ y 

células asesinas naturales (NK). 



Por otra parte esta citocina incrementa la expresión de Ag del complejo 

principal de histocompatibilidad (HMC) clase ll, lo que contribuye a la 
presentación del Ag parasitario por el macrófago a los f....r, y finalmente el INF y 
participa en la maduración de los L0 . 

Como se observa ésta citocina podría jugar un papel importante dentro de 

las estrategias de eliminación del protozoario, al amplificar la respuesta inmune 
como se acaba de describir.38,40,41,52,58,94 

En la figura 14.4, se observa que el mayor grado de eliminación de 

ooquistes se presentó en un periodo breve y corresponde a la edad en que se 

llevan a cabo cambios en la alimentación ( 12 - 16 días de edad), cuando Jos 

ratones empiezan a ingerir alimento sólido además de leche y por Jo tanto se 

modifica Ja ílora ·intestinal, pero también es una etapa donde el desarrollo 

general del ratón es muy rápido. En Ja fig. J 4. 7 se observa que Ja ganancia de peso 

es ligeramente mayor que para los otros periodos, aunque no es una 

diferencia estadística significativa (p<0.05). A partir del día 13 p.i, el patrón de 

eliminación de ooquistes en heces se vuelve constante, y Ja infocción toma un 

carácter de cronicidad, esto significa que el parásito y el hospedero establecen 

un equilibrio; estos hallazgos coinciden con Jo reportado en otros trabajos.24 

Se ha observado que en ratones BALB/c la eliminación de ooquistes cesa 

entre Jos días 21-30 p.i 40,•8 Desafortunadamente el seguimiento de Ja infección se 

realizó durante 24 días únicamente. 

Se sabe que para inducir criptosporidiosis en ratones inmunocompetentcs, 

como en el caso de la cepa BJ\LB/c, solamente es posible cuando se inoculan 

animales nconatos, sin embargo la infección es transitoria, con un duración 

aproximada de 2-3 semanas y con aparición de muy pocos síntomas, o como en 

nuestro caso, con ausencia de ellos. 4o 

Al momento del nacimiento, muchas especies animales como es el ratón, e 

incluso el humano, poseen un sistema inmune particularmente inmaduro;87 

se ha reportado que los animales nconatos de casi todas las especies son 

relativamente inmunodeficicntes, y en éste renglón se postulan varios 



mecanismos que se aplican tanto en el hombre como a algunas especies 

animales por contribuir a esta inmunodeficiencia neonatal. Dos de los déficit 

más importantes que parecen aumentar el riesgo de in feccioncs son los cambios 

cualitativos y cuantitativos en el sistema fagocitico y defectos en la inmunidad 

mediada por Ac.102 como es el caso de la carencia de lgM y una producción 

deficiente de lgG. 

Se sabe que la población de células B y su funcionalidad, va cambinado con la 

edad, muy probablemente como resultado de la continua exposición a Ag.io2 

Estudios realizados en becerros en relación a este fenómeno, revelaron que 

los coproanticuerpos especilicos anti-Cryptosporidium más abundantes son 

de clase IgA e lgM y se detectaron en la etapa temprana de de la infección, 

reflejando probablemente la estimulación mucosa! de lgA vía placaq de Peycr.64 

Los neonatos humanos pretérrnino y a término, presentan respuestas pobres 

a los diversos cslimulos antigénicos, así como niveles reducidos de gamaglobulinas 

y un aporte reducido de inmunoglobulinas a través del transporte placentario. 

presentan también, niveles bajos de lgA e lgM, debido a la pobre capacidad de ésta 

para cruzar la placenta.J,102 

En lo que se refiere a las células inmunes, en general en los primeros días de vida 

se tiene bajo número de leucocitos circulantes y elevada incidencia de linfocitos 

inmaduros, se postula también que existen concentraciones disminuidas de 

algunos componentes del complemento, asi como deficiencia endógena de 

fibronectino plasmática (que es una ospsonino incspecifica), la inhubiiidad para 

su síntesis por parte de los monocitos-macrófagos, además de una deficiente 

actividad microbicida de los fagocitos neonatales por depresión de su 

metabolismo oxidativo se ha observado en humanos y en rataq. io2 

En los ratones rápidamente se van organi7.ando y perfeccionando sus mecanismos 

de defensa, en la fig. 14.5 se observa que para el día 13 p.i, es decir a los 17 dlas 

de edad, los animales ya lograron controlar la infección, observado por la escasa 
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eliminación de ooquistes en heces, además el desarrollo en general de los ratones 

no presenta diferencias entre los animales infectados y los testigos. 

A partir de los resultados obtenidos en éste trabajo, consideramos que es 

necesaria la manipulación del sistema inmune de los animales, aún siendo neonatos. 

Esto con la finalidad de producir un estado de inmunosupresión que pcnnita no 

solo el establecimiento del parásito, sino la aprcciaciación de signos clínicos como 

es la diarrea, pues la magnitud y severidad del daño depende de la integridad 

del sistema inmune del hospedero. 54 

Una posibilidad para inmunosuprimir a los ru1imles es utilizando cortisona a una 

concentración de 1-2 mg/Kg por vía suhcutánea 10J o bien algunos autores 

reportan el empico de dexametasona a una concentración de aproximadamente 100 

mcg/dia. 

Con la estrategia de inmunosupresión, el modelo animal se asemejaría aún más 

a las caracterlsticas de los pacientes con criptosporidiosis que convergen al HIM y 

que corresponden en su mayoría a niños menores de 5 años con predominio de 

lactantes en edad máxima de un año y que inmunologicamcnte se hallan 

comprometidos. 3 

La infección por CrypfO!,poridium spp, ha cobrado relevancia porque 

representa un problema importante en el manejo de pacientes 

inmunodeficientes, y en la actualidad se considera casi patognomónica de 

SIDA.•• La severidad de In diarrea origino un gusto tecnl elevudo que conlleva a 

estados de deshidratación importantes. En el 1 llM durante el periodo de 1988-

1991, el 23% de los niños con criptosporidiasis murieron por un proceso 

séptico. De ahí la necesidad de trabajar en la búsqueda de un tratamiento 

eficiente. J 
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Finalmente consideramos que es necesario crear conciencia en el personal 

médico y de enfermería, que atiende a pacientes inmunodeficientes y/o 

inmunosuprimidos en general, no solamente con SIDA, para así prevenir o 

evitar el posible contagio nosocomial de la infección de un paciente a otro. 

Hacen falta estudios prospectivos para delerminar la frecuencia de 

Cryptosporidium en nuestra población en general y no solo en pacientes 

sintomáticos. Aunque cabe mencionar que las técnicas de diagnóstico se 

implemcnlan como de rutina en muy pocos laboratorios y el personal capacitado en 

la identificación de los ooquistes por microscopia de luz es aún menor. Es por 

ello que a la par de los trabajos de investigación sobre la Biología de los 

organismos del género Cryptosporidium, se deben di fundir los conocimientos que 

a la fecha se tienen sobre esle campo. 
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XVI. CONCLUSIONES 

1. La técnica de purificación para ooquistcs de Cryptosporidium spp. por 

notación en colchón de sacarosa, proporcionó un grado de recuperación 
de ooquistes de materia fecal de 87%. 

2. No fué posible determinar la dosis infccliva 50 ( Dl50) para 

criptosporidiosis intestinal en ratón lactante, unicamente podemos 
señalar que se encuentra por debajo de 104 ooquistes/animal. 

3. Lo eliminación de ooquistes en heces se observó a partir del dio 4 p. i 

alcanzando un pico máximo entre los dias 8-12 p.i, decreciendo y 

manteniéndose constante hasta el día 24 p.i, faltando por conocer la cinética 

de eliminación posterior. 

4. Se logró observar en cortes histológicos procesados para la tinción 
hematoxilina-eosina y con microscopía de luz, a los parásitos sobre el 

borde de cepillo del intestino delgado. No huho evidencia de alteraciones . 

en la morfología del epitelio, así como no fué posible establecer la 

localización del parásito en el intestino delgado. 

5. No se presentó diferencia estadistica significativa (p<0.05) en el 
desarrollo general de los animales infectados evaluado como% en la 

ganancia de peso corporal (Grupo 1: 121.5, Grupo 11: 119.7yGrupo111: 128) 

en comparación con el grupo testigo (140.6). 
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6. Los ooquistes de Cryptosporidium spp de origen humano son infectivos para 

ratones. El uso de estos animales como modelo experimental para 

la infocción por Cryptosporidium en el intestino. permitió el 

establecimiento de la misma en el periodo estudiado que fué de 

tres semanas, pero sin la aparición de signos clínicos semejantes a los del 

humano. 
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