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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e El objetivo principal es comprender implantacion de la parasitosis y los
mecanismos que utiliza el parasito para ubicarse en los diferentes
organismos, [Jindependientemente de su estado inmunolégico.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Consultar en la bibliografia las diferentes formas en que los organismos
hospederos responden y evolucionan ante el desarrollo del parasito en la
mucosa intestinal, asi como poner de manifiesto las principales técnicas
diagnosticas.

e Mencionar los diferentes medicamentos mas utilizados para la
erradicacion de dicha enfermedad.
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INTRODUCCION

Los brotes infecciosos actuales y pasados perjudican gravemente la salud de una
poblacion y perturban los sistemas de vigilancia y control epidemiologico. En los ultimos
20 afios han aparecido mas de treinta enfermedades infecciosas, de las cuales 15 son
ocasionadas por virus, 16 por bacterias y seis por protozoarios, es asi que la patologia
parasitaria no ha permanecido estatica, se mantiene en una dindmica constante con el
ingreso de nuevos agentes etiologicos.

Las enfermedades emergentes se definen como infecciones de recién aparicion en
habitantes, o bien, infecciones que se encontraron mucho tiempo atras pero con incremento
de virulencia, incidencia y nivel de accion geografica en los tltimos afios.

Los protozoos patogenos emergentes involucrados en procesos gastrointestinales
son: las coccidias intestinales Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis e
Isospora belli. Estas coccidias realizan su ciclo de vida en el tubo digestivo; llevan a cabo
reproduccion de tipo asexual y sexual dentro de los enterocitos y el principal mecanismo de
dafio es la destruccion de las células epiteliales del borde del cepillo, de la mucosa
intestinal.

La dindmica de transmisién de estas parasitosis emergentes es dependiente de los
malos habitos higiénicos, por tratarse de protozoosis transmitidas por fecalismo, la via de
entrada es la boca y las transmision es oro-fecal, las formas infectantes son los ooquistes y
los quistes, se diseminan apartir de individuo parasitados. Asimismo, estas protozoosis
estan consideradas dentro de las zoonosis, con una amplia variedad de huéspedes naturales
que incluyen mamiferos domésticos, silvestres y aves de corral.

El diagnostico Etiologico requiere de metodologia especial, las técnicas
convencionales de coproparasitoscopicos (CPS) directo y de concentracion son pocos utiles
para la identificacion. Los primeros diagnostico fueron obtenidos de productos de biopsias,
en la actualidad estas técnicas tan agresivas han sido sustituidas por el manejo de materia
fecal como producto biolégico, estan las tinciones y las técnicas que usan poli y
monoclonales en la captura del antigeno en heces, se han utilizado inmunoensayos
enzimaticos o inmunofluorecencia con excelentes resultados.

El Proposito de este trabajo es hacer una recopilacion bibliografica de actualizacion
con comparaciones de las diferentes técnicas empleadas y los farmacos que se ha utilizado
para combatir la Cryptosporidiosis tanto en humanos como en animales.



ANTECEDENTES

En 1907, Tyzzer, describio por primera vez a Cryptosporidium, observandolo en la
mucosa gastrica de ratones asintomaticos, pero fue hasta el afio de 1955 que se le relaciond
con diarrea grave en pavos infectados con este protozoario; desde entonces el parasito se ha
observado en varias especies de animales como son: carneros terneras, cerdos, perros,
gatos, potrillos, venados, gansos, pericos y faisanes. También se ha encontrado
Cryptosporidium parvum infectando la traquea, la cloaca, la bolsa de Fabricio y el saco
conjuntival de aves. (3, 36,50, 53, 54, 65, 67, 79,83)

El primer caso reportado de criptosporidiosis humana fue reportado en 1976 y hasta
1982 solo se habian reportado 7 casos; sin embargo, a partir de este mismo afio, el niimero
se ha incrementado considerablemente por lo que el concepto de criptosporidiosis se ha
transformado de una rara infeccion asintomatica en una importante causa de diarrea y
enterocolitis en diversas especies animales, incluyendo al hombre. (39, 50, 79, 81)

Cryptosporidium parvum es un parasito protozoario, coccidio, con distribucion
mundial que se ha reconocido recientemente como una causa importante de diarrea, tanto
en personas inmunocompetentes, como en pacientes inmunodeficientes, pero mas
comunmente ocurre en manejadores de animales y en pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), o con alguna otra inmunodeficiencia. (40,50, 53,65)

En los diferentes estudios que se han reportado en la literatura, se ha observado que
en pacientes parasitados con Cryptosporidium parvum que tienen una actividad
inmunologica normal, generalmente presentan diarrea autolimitada con duracion
aproximada de 5 dias, de curacion espontanea; sin embargo, los pacientes con algunas
anormalidades inmunologicas, desarrollan una enfermedad diarreica prolongada, grave e
incurable que puede llevarlos hasta la muerte. (3,36,40,50,54)

Las  especies de Cryptosporidium son transmitidas por una variedad de
mecanismos. La transmision zoondtica se considerd inicialmente como la principal forma
de infeccion humana. Sin embargo se ha encontrado en la actualidad que la principal via de
transmision es la via oro-fecal, ya sea por contacto directo (durante practicas sexuales en
las que exista contacto oro-anal), ¢ indirecto, mediante agua, comida, fomites y otras
superficies contaminadas. Los animales constituyen el reservorio mas importante de la
infeccion para los humanos y se piensa también que lo sean los homosexuales infectados.
(%)

En estudios anteriores se encontrd que Cryptosporidium es resistente a los
antisépticos comunes vy a la cloracion del agua potable. (29)

Se han descrito aproximadamente 11 especies del protozoario que causan infeccion
tanto en animales como en el hombre; la primera especie descubierta fue Cryptosporidium
muris, la cual describio Tyzzer en 1907, por hallazgos de ooquistes en heces y glandulas
intestinales de ratones. Posteriormente se describio una nueva especie, Cryptosporidium
parvum (Tyzzer en 1912) cuyos ooquistes eran ligeramente mas pequeiios.



Se han descrito nuevas especies, cuyos ooquistes y otras formas del parésito son
muy similares entre si y con los descritos por Tyzzer, pero que por el hecho de aparecer en
otros vertebrados, se les considero diferentes. (50)

Las especies descritas son:

C. muris (Tyzzer 1910) en raton.

C. parvum (Tyzzer 1912) en raton

C. meleagridis (Slavin 1955) (Levine 1980) en pavos
C. wrairi_(Vetterling et al 1971) en cobayos

C. anserinum (Proctor y Kemp 1974) en gansos

C. bovis (Baker y Carbonell 1974) en terneras

C. agni (Barker y Carbonell 1974) en ovejas

C.rhesi (Levine 1980) en mono rhesus

C. crotali (Triffit 1925) en serpientes

C. serpentis (Levine 1980) en serpientes

C. nasorum (Hoover, Hoerr, Carlton, Heinsman y Ferguson 1981) en peces.

La lista de animales infectados asciende a nueve mamiferos, tres aves y varias
especies de serpientes.

Aparentemente la lista de hospederos es mayor, pues se ha demostrado la presencia
de anticuerpos especificos contra el parasito mediante la técnica de inmunoflourescencia
indirecta en otros vertebrados como el hombre, perros, gatos, cerdos, vacas, ovejas,
caballos, venados y gallinas. (50,81)

La inoculacion experimental exitosa de parasitos aislados de un hospedero
vertebrado a otros, ha permitido demostrar su inespecificidad, asi como la posible
sinonimia de las especies descritas. (50, 67, 79, 81,83)

Actualmente se considera como una de las parasitosis emergentes;, estas son
aquellas infecciones de nueva aparicion o como enfermedades que han existido desde hace
siglos, pero que a ultimas fechas han afectado a la poblacién humana e incrementado su
incidencia y rango de accion geografica. (34)

CLASIFICACION

La clasificacion taxondmica del género Cryptosporidium denota su estructura y su
biologia basica.

Las especies de Cryptosporidium pertenecen al Phylum Apicomplexa, pues al igual
que otros parasitos tienen un complejo apical, pero no son cilios ni flagelos. Dado que
Cryptosporidium parvum tiene tanto reproduccion sexual como asexual, se coloca en la
clase Sporozoacida y en la subclase Coccidiasina, porque tienen pequefios gametos
intracelulares, caracteristica de los miembros de la subclase.




Las especies de Cryptosporidium se colocan en el orden Eucoccidiorida por el
desarrollo de merozoitos (primera y segunda generacion) dentro de los esquizontes.
Cryptosporidium, al igual que Isospora, Sarcocystis y Toxoplasma, son miembros del
suborden Eimeriorina, debido a la produccion de micro y macrogametos, a partir de sus
micros y macrogametocitos, respectivamente. Por otro lado, como un miembro de la
familia Cryptosporidiidae, el género Cryptosporidium se ha desarrollado en un sitio
anatomico especial, justo debajo de la membrana de la célula hospedera, como un parasito
intracelular pero extracitoplasmatico. Es un parasito monoxeno, ya que solo requiere un
hospedero para el desarrollo completo del ciclo de vida de las especies de Cryptosporidium.
(36,39, 40, 48,65) En la figura se muestra la clasificacion taxonomica de Cryptosporidium.
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MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de Cryptosporidium se ha investigado en cricetos, terneras y
membrana corioalantoidea del embrion de pollo, y parece seguir el mismo patron para las
otras Coccidias. (3,36)

Cryptosporidium parvum es un protozoario y su forma infectante es el ooquiste
maduro, pequefia formacion esférica o eliptica de 3 a 6 micras de diametro, en las células
epiteliales del intestino se encuentran localizados en vacuolas parasitoforas, estos ooquistes
se expulsan en las heces de animales enfermos listo para infectar a otros animales. (43,65)

Su ciclo biologico (Fig. No. 2), esta constituido por una fase asexual en la que se
encuentran estadios de trofozoitos, esquizontes y merozoitos y una fase sexual representada
por los micro y macrogametos. (59)

Los ooquistes maduros con doble pared contienen 4 esporozoitos en su interior
(estos sobreviven en el ambiente por largos periodos), los cuales se liberan cuando el
hospedero ingiere los ooquistes, el mecanismo exacto no esta bien esclarecido, pero al
parecer, el desenquistamiento se favorece por la digestion de la pared quistica dentro del
conducto gastrointestinal principalmente en el intestino delgado. Los esporozoitos liberados
poseen un complejo apical (con micronemas, una roptria y granulos densos) auxiliar en la
adhesion y fusion con la membrana del hospedero, infectando las células epiteliales del
intestino delgado para transformarse en trofozoitos. (65)

El trofozoito sufre tres divisiones nucleares para formas ocho merozoitos; a esta
estructura se le denomina esquizonte de primera generacion, posteriormente los ocho
trofozoitos formados, se liberan e infectan otras células epiteliales. En estas ultimas, los
merozoitos alargados, se redondean y sufren dos divisiones nucleares para formar el
esquizonte de segunda generacion, que contiene cuatro merozoitos de segunda generacion,
los cuales se liberan y vuelven a infectar células epiteliales, entonces es cuando sufren
diferenciacion sexual formando los micros y macrogametocitos que dan origen a los
gametos. Los macrogametocitos presentan pequefias modificaciones y se convierten en
macrogametos, en tanto que los microgametocitos, sufren algunas divisiones nucleares y
forman varios microgametos; el nimero de estos ain no se define completamente pero se
piensa que son entre 12 y 16. (3, 36, 59,65)

Un microgameto se une con un macrogameto para formar un cigoto, el cual se
desarrolla hasta formar un ooquiste, para asi completar el ciclo de vida.

Se ha observado la existencia de dos generaciones de esquizontes, en estudios
hechos en cobayos alimentados con heces que contenian ooquistes, y posteriormente se
buscaron las distintas fases del parasito en el conducto intestinal de estos animales (87)
encontrandose los resultados siguientes:



Fases de Cryptosporidium en el conducto gastrointestinal

Fase encontrada: Tiempo después de la inoculacion:
Trofozoitos 3 a4 dias.

Esquizontes de ocho merozoitos 7 a9 dias.

Esquizontes de cuatro merozoitos 11 a 14 dias.

Gametocitos 13 a 15 dias.

Cabe sefialar que todo el ciclo reproductivo se desarrolla a nivel de las
microvellosidades de las células epiteliales. Generalmente el desarrollo ocurre en el epitelio
gastrointestinal, pero se ha observado que en aves y en personas inmunodeficientes, puede
ocurrir en el epitelio traqueal. (61)

Las observaciones en el microscopio electrénico de muestran que el trofozoito
forma una zona de adherencia en la interfase con la célula hospedera. En esta zona se puede
reconocer pliegues membranosos del parasito, fusionados con una banda gruesa y densa
formado por cuatro membranas distintas, se creia que estas membranas eran parte del
parasito, pero recientes evidencias sugieren que las dos membranas externas son originadas
en el hospedero por lo que puede considerarse como pardsito intracelular pero
extracitoplasmético y es a través de estas membranas donde se realiza el intercambio de
material nutritivo. (3, 36, 43,84)(fig. No.3)

FIG. No 2 “FORMA DE TRANSMISION Y CICLO DE VIDA DE”
Cryptosporidium parvum EN EL HOSPEDERO
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EPIDEMIOLOGIA

En muchas partes del mundo se ha encontrado Cryptosporidium asociado a
enfermedades diarreicas, las que frecuentemente rivalizan en magnitud con Campylobacter
Salmonella, Shigella sp., E.coli enteropatogena y Giardia lambia. (40, 43,53)

) Cryptosporidium se distribuye por todo el mundo, incluyendo Este y Oeste de
Africa (43), centro y Sudamérica (10,50), U.S.A. (43,49), Australia (84), Europa (42), Asia
(43) y México (26,86)

El primer caso reportado en humanos fue en 1976 y solo se habian reportado 7 casos
hasta 1982. Sin embargo a partir de este afilo se ha incrementado el numero
considerablemente.

En Nueva York, el primer caso reportado de criptosporidiosis se reporto en Agosto
de 1981 en un homosexual con SIDA, el diagnéstico se hizo por medio de Biopsia
intestinal. A partir de entonces se han reportado un gran nimero de casos. (49)

En un estudio en Melbourne, Australia por Tzipori y cols. (89) se colectaron 844
muestras durante el periodo de Febrero de 1981 a junio de 1982, éstas provenian de
pacientes con gastroenteritis y de controles con gastroenteritis. Los resultados observados
fueron que solo 36 pacientes (4%) con gastroenteritis, presentaron tosporidium en sus
evacuaciones. También se encontro que la frecuencia de Febrero a Mayo de 1981, fue mas
elevada en relacion a los demas periodos. Aunado a que fue mas comun en los pacientes
menores de 15 afios.

En Bristol, Inglaterra se realizo un estudio en el periodo comprendido del mes de
Febrero de 1983 a Enero de 1984, con 863 pacientes con diarrea, de los cuales, 329 eran
nifios menores de 5 afios de edad y sin deficiencias inmunologicas. Los resultados
mostraron a 43 pacientes con Cryptosporidium, de éstos, 24 eran menores de 5 afios de
edad. Este parasito fue el mas comun después de Campilobacter. (42)

Por otro lado, en Massachussets U.S.A., se llevd a cabo un estudio en el mismo
periodo, del primero de febrero de 1983 al 31 de Enero de 1984 con personas
inmunocompetentes y de todas las edades, encontrandose 43 muestras con ooquistes con
ooquistes de Cryptosporidium, presentandose el mayor nimero de casos en nifios de 4 afios
edad y en adultos en edades entre edades entre los 30 y 39 aiios. (85)

En Centroamérica se encontré un panorama semejante, en un estudio realizado en
Costa Rica en 1982, se estudiaron nifios lactantes y preescolares con diarrea y sin diarrea,
encontrandose una frecuencia de 4.4% de Cryptosporidium en pacientes diarreicos; sin
embargo no se encontro en los nifios sin diarrea. Todas las infecciones ocurrieron de Mayo
a Junio en la poblacién urbana de Junio a Agosto en la poblacion rural. (50)

En 1984 se observaron dos distintos brotes de gastroenteritis en el periodo
comprendido del 1° de Mayo al 30 de Julio entre los residentes de Brown Station,



comunidad suburbana al noroeste de San Antonio Texas. Estos brotes se debieron a una
contaminacion fecal de agua. En el primer brote se encontré Cryptosporidium en 251
personas, y en el segundo se encontraron ooquistes en 117 personas. Las edades fluctuaron
entre 1 y 72 afios, con un promedio de 32 afios; ninguno era inmunocomprometido, y no
habia asociacion entre propietario o manejadores de ganado. (29)

Janoff y Reller (43) de la Universidad de Colorado en 1986, realizaron una
recopilacion interesante de datos de pacientes con criptosporidiosis de 1978 a 1985, tanto
en paises en vias de desarrollo, como en paises desarrollados. Esta recopilacion incluyo
pacientes inmunocompetentes e inmunocomprometidos.

En paises en vias de desarrollo, en donde se examinaron muestras consecutivas de
heces de pacientes con diarrea, Cryptosporidium se identifico en una proporcion del 3 al
13%. En el diagnostico se utilizaron diferentes métodos, encontrandose la tasa mas alta en
la India en nifios menores de 3 afios y en personas de todas las edades la tasa mas alta se
encontrd en Bangladesh. (39, 42, 50,66)

Por otro lado, en paises desarrollados, los estudios realizados en pacientes con
diarrea indicaron que la prevalencia de Cryptosporidium fue de 0.6 a 7.3 %, en donde la
tasa mas alta se observo en Estados Unidos (especialmente en Denver, Colorado) en
pacientes de todas las edades. En Gran Bretafia se encontro la tasa mas alta en nifios
menores de 5 afios.

Tanto en paises desarrollados como en los que se encuentran en vias de desarrollo,
los grupos donde se han encontrado mas incidencia de criptosporidiosis comprende un gran
numero de pacientes inmunocomprometidos.

En Estados Unidos se encontro en un 28 % entre homosexuales con SIDA que
tenian diarrea. Por otro lado, en Haiti se realizo un estudio en 131 pacientes con SIDA, de
los cuales casi la mitad estaba infectada con Cryptosporidium, la mayoria de estos pacientes
presentaban diarrea cronica. (43)

Algunas reportes de Costa Rica, Bangladesh e India, describen que las tasa mas
altas de Cryptosporidium se encuentra durante los meses mas calidos, himedos y lluviosos.
(50, 51,70). Sin embargo, en paises como Australia, Finlandia y los Estados Unidos no se
presenta este patron estacional. (41, 45, 84,91)

En florida en 1985, se presentd un brote de diarrea en el “Day-Care Center” (DCC),
en donde se analizaron 84 muestras de nifios entre las edades de 44 dias a S afios, de los
cuales el 49% resulto positivo para la deteccion de Cryptosporidium. (76)

Por otra parte, Ratma y cols. En 1986, reportaron que Cryptosporidium fue el
segundo enteropatogeno mas comunmente identificado en 2,252 muestras de heces
enviadas para examen rutinario, siendo Giardia lamblia el primero. De 19 pacientes
positivos para Cryptosporidium, 18 reportaron diarrea. (47)
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Holly y Dover (41), examinaron 582 muestras de heces de diferentes individuos,
encontrando 60 muestras con parasitos. De éstas, 25 (42%) tenian Cryptosporidium
ocupando el primer lugar, seguido por Giardia lamblia (30%).

En Filadelfia U.S.A., se presento un brote de diarrea en un centro de cuidado diurno,
encontrandose Cryptosporidium en 13 de 20 nifios, o sea en un 65% de nifios sintomaticos,
y solo la mitad tenian diarrea y la otra mitad eran testigos. Se encontro que el 20.4% del
grupo total, fueron positivos para Cryptosporidium siendo mas frecuente en nifios mayores
de 5 afios tanto en el grupo con diarrea como en el grupo control. (10)

En lo que se refiere a México, en el Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador
Zubiran”, entre los meses de Julio de 1983 y Mayo de 1987, se realizo un estudio en 69
pacientes con SIDA que presentaban alteraciones gastrointestinales. Se encontraron agentes
infecciosos en el 58% de los casos, siendo los mas frecuentes Cryptosporidium y E.
Histolytica, seguidos por Giardia lamblia e 1. Belli. (26)

En este mismo Instituto se estudiaron 452 muestras de materia fecal de pacientes
mexicanos con infeccién por HIV, enviadas al laboratorio de Microbiologia Clinica de
dicho Instituto, entre el periodo comprendido de Mayo de 1985 a Mayo de 1988; 256
muestras eran pacientes con SIDA, 15 de pacientes con enfermedad constitucional por HIV,
9 serotipos HIV asintomaticos, 4 de pacientes con adenopatia por HIV y 133 de pacientes
desconocidos.

Los resultados obtenidos mostraron que 46 muestras fueron positivas para
Cryptosporidium, 42 fueron casos de SIDA. (Ojeda, F. Comunicacion personal).

Por otro lado, en 1988, en el Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales
(Hoy Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos (INDRE))* de la
ciudad de México, los doctores Vazquez Tsuji, Velazco Castrejon y Alvarez Chacon (86),
realizaron un estudio de muestras de materia fecal de 22 pacientes con Diagnéstico clinico
y serologico de SIDA, para la bisqueda intencionada de especies de Cryptosporidium,
encontrandose en solo dos casos de Cryptosporidium, coexistiendo uno de ellos con Giardia
lamblia.

Se ha observado que en los pacientes mexicanos con SIDA son més frecuentes las
infecciones entéricas por Cryptosporidium e Lbelli, que las neumonias por Pneumocystis
carinii. (63)

La prevalencia de este microorganismo es variable, en funcion de las caracteristicas
socioeconomicas de la poblacion, ya que es mas frecuente en los lugares con problemas de
infraestructura en las canalizaciones de agua potable, en las piscinas, en la eliminacion de
aguas residuales o con estrecho contacto con animales. Se encuentra en las heces del 1 al
3% de los habitantes de los paises desarrollados (Europa y América del Norte), en el 5% de
los de Asia y en el 10% de los de Africa. Es mas frecuente en los menores de dos afios.
Mediante estudios serologicos se demuestra la presencia de anticuerpos en el 25-35% de los
habitantes de los paises desarrollados y en el 60-75% de los de paises pobres. Un estudio
realizado en nifios de Salamanca mostro una seroprevalencia de IgG del 22,6%. En los
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paises de clima tropical, es mas frecuente en los meses calidos y himedos, mientras que, en
los de clima templado, como Espafia, es mas frecuente en otofio y en invierno. Se han
descrito grandes brotes asociados generalmente a deficiencias en los sistemas de
potabilizacion del agua; el mayor descrito hasta la fecha se produjo en Milwaukee (USA) y
afecté a 403.000 personas. En el Reino Unido se describieron 18 brotes en el periodo de
1989 a 1999 asociado a conducciones de agua contaminada con ooquistes.

La infeccion se transmite de persona a persona, por contacto con animales
infectados, por el agua de bebida, por las piscinas o por los alimentos contaminados (frutas,
verduras, zumos de frutas, moluscos, etc.), aunque un estudio llevado a cabo en Los
Angeles en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) mostré
que el agua potable tenia poca importancia en la transmision de la enfermedad; las moscas
también podrian desempefiar un papel como vectores mecanicos del parasito. Se ha
demostrado la transmision entre miembros de la familia, entre parejas sexuales, en
guarderias, y entre pacientes y personal sanitario, e incluso se producen infecciones
nosocomiales. Esto puede pasar desapercibido porque, en muchos casos, no existen
sintomas clinicos importantes. Las infecciones por animales se producen, generalmente, a
partir de animales de compaiiia infectados, de laboratorio o de granja. En un estudio llevado
a cabo en Zaragoza, el 7% de los perros, el 44,4% de los terneros recién nacidos, el 17% de
las vacas adultas y el 21,9% de los cerdos excretaban el parasito en las heces. La
importancia de la transmision de este parasito a través de los alimentos se refleja en los
datos aportados por un sistema de vigilancia de las infecciones de origen alimentario. El
Foodborne Diseases Active Surveillance Program (FoodNet), comunicé en 1997 los
siguientes datos: 2205 casos de Salmonella, 1273 de Shigella, 468 de Cryptosporidium, 340
de Eschericha coli O157:H7, 139 de Yersinia, 77 de Listeria, 51 de Vibrio y 49 de

Cyclospora.

En los pacientes infectados por el VIH con diarrea, la presencia del parasito se
demuestra en el 11-21% de los casos, siendo mas elevado el porcentaje en los enfermos de
paises pobres. Un estudio llevado a cabo en Barcelona en 1994 sobre 1456 pacientes
infectados por el VIH mostré la presencia de algin enteropatogeno en 253 (17%); la
incidencia fue mayor en los homosexuales (26%) que en los adictos a drogas por via
parenteral (12%). El patogeno mas frecuente fue Cryptosporidium (104 enfermos), seguido
de Salmonella (78 pacientes). En otro estudio llevado a cabo en Madrid, en el 30% de los
pacientes con criptosporidiosis intestinal aparecieron infecciones extraintestinales, que en el
61,5% fueron de localizacion biliar, y se observaron en el esputo en el 16,3% de los casos.
(65)

La prevalencia de la enfermedad en paises industrializados oscila entre 0.1 y 27.1%,
con una media de 4.9%, mientras que en paises en desarrollo los resultados son de 0.1 a
31.5% con una media de 7.9%, excluyendo los brotes epidémicos especificos y a los sujetos
con SIDA. Aun cuando los estudios epidemiologicos han demostrado que la parasitosis esta
mas difundida de lo que anteriormente se pensaba, es dificil determinar la extension del
problema, tanto a nivel medico como veterinario.
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Fig.3 “Intercambio de material nutritivo entre Cryptosporidium y la célula”
hospedera.
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CUADRO CLINICO Y PATOGENIA

En animales, la enfermedad aguda se caracteriza por diarrea acuosa, anorexia y
pérdida de peso; no se presenta criptosporidiosis cronica. Se ha observado que hay animales
que resisten la infeccion o curan espontaneamente, sin embargo, otros mueren (79).
Algunos factores que influyen sobre las manifestaciones clinicas en animales son, la
especie de que se trate, la edad y el estado inmunologico. (36)

En cuanto a la especie, se ha observado que algunos mamiferos como las ratas,
ratones y cobayos, no desarrollan diarrea con la inoculaciéon de ooquistes provenientes de
ternera, mientras que especies jovenes de simios, porcinos, caprinos y aves, presentan los
sintomas caracteristicos de criptosporidiosis con el mismo inoculo.(79)

Con respecto a la edad, experimentos realizados por Tzipori y cols. (80) con
carneros neonatos y de distintas edades, libres de patogenos e inoculados con ooquistes de
Cryptosporidium obtenidos de terneras enfermas, demostraron que la presencia de la
enfermedad dependia de la edad del animal, encontrandose que los animales entre mas
jovenes eran, mayores y mas severos problemas tenian, y los animales de mas edad, no
presentaban manifestaciones clinicas. En experimentos semejantes se encontrd que los
lechones de mas de 9 dias no desarrollaban la enfermedad. (3). Esto sugiere que la
presencia de la enfermedad depende de la edad del animal y de que los animales adultos
desarrollan inmunidad a la criptosporidiosis.
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Por otro lado, la importancia del estado inmunitario se demostré en estudios
realizados en 5 potrillos arabes con inmunodeficiencia combinada (humoral y celular) que
murieron a los dos meses debido a diarrea grave; se les encontraron ooquistes adheridos a
la pared del estomago, intestino, conductos biliares y pancreaticos, por lo que se cree que la
inmunodeficiencia incrementd la susceptibilidad a la infeccion, pues no hay casos de
criptosporidiosis en potrillos normales. (3,36)

En las aves se ha encontrado la infeccion en vias respiratorias altas y se relacionan
con algunos signos clinicos de gravedad variable, asi mismo se han encontrado
microorganismos en mucosa nasal y bronquial. (90)

En humanos, la infeccion por Cryptosporidium se divide clinicamente en dos
categorias: a) Pacientes con funcion inmune normal y b) Pacientes inmunocomprometidos,
como los que tienen Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida o que reciben terapia
inmunosupresora.

a) En pacientes con funciéon inmune normal. Se presenta diarrea liquida
profusa, fétida, con presencia ocasional de moco, con duracion de 1 a 3 semanas, anorexia,
dolor abdominal, célico, nauseas, fiebre y vomito que ceden al tratamiento sintomatico
(80). Ocasionalmente presentan sintomas no especificos como cefalea, mialgia, malestar
general y debilidad, la diarrea y el dolor abdominal se exacerban con el alimento.(74)

Al examen fisico, usualmente solo se encuentran deshidratacion; en cuanto a las
anormalidades radiolégicas, no son especificas e incluyen la proyeccion de pliegues de la
mucosa intestinal y desorden en la motilidad. (74)

b) En pacientes inmunocomprometidos. El desarrollo de la enteritis
comunmente es insidioso pero se incrementa severamente; en estos pacientes hay dolor
abdominal, pérdida excesiva de peso y severa deshidratacion. Ocasionalmente tienen
periodos con sintomas disminuidos, pudiendo aplazarse y disminuirse. (74). Los pacientes
con dafio inmunitario pueden presentar un sindrome coleriforme con gran pérdida de
liquido, tres litros o mas al dia y la diarrea puede durar desde dias hasta afos. La fisiologia
de esta gran pérdida de liquidos no se ha descrito bien, pero por los sintomas observados
existe la posibilidad de que la causante sea una enterotoxina parecida a la toxina del colera,
hasta ahora no identificada.(3,59,80)

Se ha observado que algunos pacientes con deficiencia nutricional pueden presentar
un curso de la infeccion semejante al que presentan pacientes con deficiencia inmune.
(3.61)

Se han hecho pruebas de absorcion intestinal en pacientes con criptosporidiosis, y
en todos ellos se encontro esteatorrea, prueba de D-xilosa anormal e intolerancia a la
lactosa, sugerentes dafios a la mucosa del intestino delgado. (26,74). Los niveles séricos de
fosfatasa alcalina y gamma-glutamil-transpeptidasa estan elevados, pero los niveles séricos
de transaminasas y bilirrubinas son normales.



Radiologicamente, en pacientes inmunocomprometidos se encuentra dilatacion en
los conductos biliares, en la pared del intestino y desorden en la motilidad. (74)

Por otro lado, se ha descrito acortamiento de las vellosidades, criptas hipertroficas,
disminucion en la altura de las células de absorcion, pérdida de la polaridad nuclear y
vacuolizacion citoplasmatica extensa. (26,78)

Cryptosporidium parvum, al parecer tiene varios ciclos esquizogénicos en el
paciente inmunocomprometido, por lo que la infeccion puede continuar en forma cronica
por meses o afos. (59)

En los humanos, a diferencia de los animales, se ha observado que la edad no es un
factor determinante para la infeccion (36); sin embargo, el mayor determinante de la
gravedad en humanos, es el estado inmunolégico del individuo (71,78,79), ya que la
criptosporidiosis en pacientes inmunocompetentes es una enfermedad benigna, en donde el
proceso es autolimitado y de corta duracion, por lo que su curso es muy distinto al que
tienen los pacientes inmunocomprometidos, en quienes este estado puede ser determinante
en su muerte.

Pitlik y cols. (62), en 1983 realizaron un estudio de criptosporidiosis humana,
hicieron comparaciones entre pacientes inmunocomprometidos y pacientes con funcion
inmune normal, encontrandose diferencias importantes que a final de cuentas los
inmunocomprometidos fallecieron mientras que los inmunocompetentes se recuperaron.

La localizacion de Cryptosporidium es preferentemente intestinal, especialmente en
el dltimo tercio del yeyuno y el ileon; peso se ha constatado la posibilidad de
colonizaciones mas amplias, tomando también el intestino grueso, estomago, duodeno,
conductos biliares y el aparato respiratorio de los mamiferos. (43,90). En algunos pacientes
con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida se ha encontrado Cryptosporidium en
epitelios de bronquios y alvéolos (13,31), también se ha encontrado en pacientes con
hipogammaglobulinemia en epitelio traqueal y glandulas accesorias (79,80).

A pesar de que el yeyuno es el mas seriamente afectado, se describe también la
presencia de este parasito en otras localizaciones, tales como: faringe, estomago, duodeno,
vesicula biliar, ileon, apéndice y recto. Se observan como pequefias estructuras esféricas
basofilas, situadas en hileras o acumulaciones a lo largo del borde ciliado de las células
epiteliales, provocando cambios como atrofia leve o moderada de las vellosidades,
crecimiento de las criptas e infiltracion mononuclear de la lamina propia.

Los factores especificos de virulencia de Cryptosporidium incluyen una serie de
candidatos moleculares identificados por métodos inmunologicos y moleculares. Entre
estos posibles determinantes de virulencia se encuentran:

Factores de adherencia - Algunas de las moléculas caracterizadas incluyen: CSL
("circumsporozoite-like"), gp900, complejo gp15/40/60, TRAPC-1 ("thrombospondin
related adhesion protein"), cp47 y Cps 500. La interaccion de las glicoproteinas en zonas
especificas de la membrana celular del huésped puede contrarrestar los movimientos
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peristalticos y preservar la adherencia. Es probable que la utilizacion de moléculas
redundantes maximice la oportunidad de adherencia; la selectividad de adhesién puede
atribuirse a las diferencias cualitativas y cuantitativas de dichas glicoproteinas

Toxinas - La mala absorcion intestinal presente en la criptosporidiosis se ha
relacionado con aumento en la secreciéon de H20 y Cl- .La citocinas pro-inflamatorias IL6,
IL8, TNF-a y el reclutamiento de células inflamatorias ( PMN, células mononucleares) dan
lugar a la liberacion de PGE2 y TNF-a , y por lo tanto, a aumento de la permeabilidad
celular, uno de los factores de patogenicidad asociados a este parasito. Aun no se ha
determinado el efecto toxico potencial de fosfolipidos o de una enterotoxina.

Daiio celular - Producido por el parasito, y el debido a la respuesta inflamatoria. Se
ha documentado la desorganizacion de las uniones celulares, pérdida de la funcion de
barrera, liberacion de lactato-dehidrogenasa e incremento en la muerte celular.
Fosfolipasas, proteasas, o hemolisinas son moléculas que potencialmente pueden causar el
dafio tisular.

Histopatologia: Los cambios histopatologicos asociados a este organismo incluyen:
diferentes grados de atrofia de las microvellosidades, estas presentan romas, acortadas,
ensanchadas y fusionadas, edema de la submucosa, infiltrado inflamatorio mononuclear e
hiperplasia de las criptas que se ven elongadas y deformes. El grado de severidad de las
lesiones se correlaciona con el nimero de organismos infestantes. Se pueden encontrar
lesiones en todo lo largo de la mucosa pero los cambios mas severos se presentan en el
yeyuno distal y en el ileon. Los estadios del parasito se observan en la zona apical de la
membrana del enterocito. En ratones de nueve semanas de edad se tomé una muestra de
tejido cecal de una semana de infeccion se encontré una espesura difusa conteniendo
numerosos dilataciones. La superficie del epitelio estaba torcida y se destacaba del Lumen
excesivamente, en la lamino propia habia macrofagos, fibroblastos, agregados nodulares de
linfocitos, abscesos con neutrofilos, células necrosadas, la submucosa presentaba edemas,
el ileum distal presentaba en ocasiones hiperplasia tal y como muestran las figuras
siguientes:

La figura anterior muestras de tejido intestinal afectados con IBD (A)muestra sin afectacion y (b) de
8-semanas de infeccion en ratones disminuidos en TCRa, demostrando la mayor cantidad de sitios
afectados. En la figura A se observa la amigdala intestinal indicada con un asterisco.
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Esta figura muestra una seccion histologica de tejido intestinal embebido en parafina, esta muestra
fue tomada de un raton de 4 semanas de infeccién y con TCRa. abatido, tefiida con hematoxilina y eosina.
La barra en cada figura corresponde a 100 pm. (a) Ratdn infectado en 1 semana de la edad con los oocistos
de C.parvum vy tratado con agua solamente. Observe la hiperplasia epitelial, la dilatacién de la glindula, y la
presencia de la ruina en la glindula dilatada indicada por una flecha. Un filtrado linfocitico esta presente en la
lamina propia. (b) Infectado de 1 semana de edad con los ocistos C.parvum . El aspecto del mucosa intestinal
es indistinguible del control no infectado (c)

COMPORTAMIENTO INMUNOLOGICO

Se han realizado pocos estudios sobre el comportamiento inmunologico de
Cryptosporidium parvum, pero se ha visto que las células T tienen una importante
participacion en la respuesta inmune contra este protozoario, también parece estar
involucrada la mucosa del intestino donde ocurre dicha reaccion. Son muchos los
mecanismos de defensa que intervienen en la recuperacion contra la criptosporidiosis pero
no son totalmente conocidos. (19)

En el afio 2000 se probo cual era el nimero minimo de oocistos de Cryptosporidium
parvum capaz de provocar una infeccion patégena en ratones adultos inmunosuprimidos.
Después de un experimento piloto se demostré que un solo oocisto podia infectar a ratones
inmunocomprometidos, posteriormente se realizo a gran escala. Los grupos de ratones
fueron inmunosuprimidos con dexametasona 1, 2 fosfato (DEXp) puesta en su agua,
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después de 8 dias de inmunosupresion se inocularon los grupos con oocistos 1, 5, 10 y 10
oocistos encapsulados en agarosa, por raton. Los oocistos en las heces fueron monitoreados
por medio un anticuerpo monoclonal basado en un ensayo de inmunofluorescencia (IFA).
En la necropsia se colectaron el bazo y la parte terminal del ileon, el peso del bazo fue
usado como medida para ver el grado de inmunosupresion de la DEXp. La parte terminal
del ileon se fijo y se sumergio en parafina para realizar cortes con microtomos y realizar el
estudio histopatologico con ayuda de marcaje con hematoxilina y eosina, los oocistos
fueron contados por medio de microscopio de campo brillante. La dosis minima necesaria
para provocar una infeccion en ratones inmunosuprimidos fue de 1 a 10 oocistos de
Cryptosporidium parvum. (92)

En experimentos donde se utilizaron ratones atimicos, con numero insuficiente de
linfocitos T, se observo que fueron incapaces de autolimitar el problema, mientras que en
ratones blancos eutimicos hubo unicamente infecciones transitorias. (43)

Aunque los estudios realizados sugieren que es la participacion de la inmunidad
celular la importante para el control de la enfermedad, también se ha observado que se
requiere de la inmunidad humoral para eliminar la infeccion, ya que, en pacientes con
hipogammaglobulinemia, en quienes se demostré la normalidad de la funcion de las células
T, se observo que presentaban una severa infeccion. (11,16, 24, 28, 47,71)

Se han realizado estudios en ratones para observar la respuesta inmunolégica,
encontrandose comparativamente en un grupo control, un mayor numero de linfocitos T-
cooperadores y células Thy-1+ en las placas de peyer de los animales infectados. Por otro
lado, los macrofagos y las células dendriticas interdigitantes, también estan aumentados
considerablemente en las placas de Peyer del yeyuno de los animales infectados. (29)

GRUPOS MAS SUSCEPTIBLES.

La criptosporidiosis en pacientes inmunocompetentes es un problema autolimitados
ya que solo desarrolla una diarrea que dura unos cuantos dias y tiene un curso muy distinto
al que tienen los pacientes inmunocomprometidos que experimentan diarrea incontrolable y
amenazante para la vida. (19)

En pacientes inmunocompetentes, no hay predominio de la enfermedad en algin
sexo y puede pasar asintomatico o curar espontaneamente sin infecciones asociadas.

Los grupos mas afectados por Cryptosporidium parvum en orden de frecuencia e
importancia son:

1.- Pacientes inmunocomprometidos

a) Pacientes con Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
b) Pacientes con Hipogammaglobulinemia

c) Pacientes que reciben terapia inmunosupresora.

2.- Pacientes inmunocompetentes.
a) Manejadores de ganado
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b) Viajeros.

Se sabe que la infeccion con Cryptosporidium parvum puede presentarse en diversas
partes del intestino como en el ileon, yeyuno y el cecum, y que comienza en una parte y
puede movilizarse cambiando de localizacion. (19)

La primera linea de defensa de la mucosa intestinal son los linfocitos intraepiteliales
(IELs) conocidos como Células T CD8" y CD4", con el predominio de los primeros. Estos
liberan citocinas para una apropiada estimulacion. Otras células T son los NK pero estan en
pequefias cantidades. (19)

La infeccion por Cryptosporidium parvum afecta el IELs en la mucosa del intestino
aumentando el namero de las células de T CD8 y una proporcion de la sustancia de activa a
las células CD4 alterando la expresion de citocinas.(19)

En experimentos en ratones se observa que empiezan a arrojar oocistos a partir del 4
dia postinfeccion (PI), el pico maximo se presento al 7 dia PI posteriormente el nimero va
decayendo hasta llegar a cero el dia 20 tanto para inmunocompetentes como
inmunosuprimidos. El cambio del nimero de IELs se muestra que va incrementado, estos
se contaron en las tres diferentes secciones del intestino, en los inmunocomprometidos
(IMC) se le atribuye el aumento al yeyuno y al ileon. Figurad4ay 4 b (19)

Figura 4 Cinética de cantidad de Oocisto por dias despue’s de la infeccion,
comparacion de inmunesuprimidos y inmunocompetentes
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Fig. 4b: Muestra la cinética de IELs en el intestino delgado, observindose un
aumento de estos tanto en ratones inmunocompetentes como en los

inmunosuprimidos.
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El cambio de localizacién de los IELs, en los IMC la mayoria se encoptraba en el
drea basal del epitelio 80.4 %, el restos estaban en zonas intermedias, en la etapa temprana
de la infeccion gran cantidad de IELs migra a zonas intermedias o dreas apicales.

El cambio de subgrupos de linfocitos T se comparo la poblacion de CD4 y la CDS,
por medio de la citometria de flujo que indicé un significante aumento en CD4 en los dias 4
y 7, incluso para los controles. Para el dia 13 la poblacion de CD4 decreci6 dado por el
incremento de IELs, en contraste, la poblacion de células T CD8 permanecian constantes
hasta el dia 7 PI pero incremento significantemente los dias 13, 16 y 20 PL. (19)

Con lo anterior se deduce que los IELs estin dindmicamente involucrados en la
respuesta inmune en ratones cuando hay infeccion por C. parvum, aumentando su numero
en gran escala entre los dias 16 y 20 PI y cambiando sus localizaciones por el dia 10 PI. La
poblacién de CD4 aumenta en fases tempranas de la infeccion (dias 4-7) y la poblacion de
CD8 subsecuentemente aumenta significantemente a partir de los dias 16-20 PI. (19)

Todo este mecanismo mantiene controlado a C. parvum, se especula que es por la
citotoxicidad de CD8. (19)

En un estudio realizado durante 1996 y 1997, en pacientes infectados con el virus
de inmunodeficiencia Humana (VIH), se demostré que Cryptosporidium parvum afecta a
los pacientes seropositivos y no asi a los seronegativos en un porcentaje del 4.8% de 125
pacientes seropositivos. También se encontré que la frecuencia con la cual se encuentran
los ooquistes esta relacionada con el conteo de linfocitos T CD4+, usualmente se manifiesta
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mas en pacientes con conteo inferior a 100 células/mm3 y presencia de sintomas
gastrointestinales. Las observaciones se hicieron "en fresco"; luego al hacer frotis y tinciéon
de Ziehl-Neelsen modificado. (40)

Los linfocitos T CD4+ son mediadores inmunologicos importantes en el control de
la infeccion y se ha demostrado, la asociacion entre el déficit de los linfocitos T y la
persistencia de la infeccion. Se detecta la presencia de anticuerpos del tipo IgG e IgM en
todos los enfermos, incluidos los infectados por el VIH. Aparecen a los seis dias de la
infeccion y se mantienen durante muchos meses, incluso méas de un afio. También es
posible detectar la presencia de IgA en el liquido duodenal de los pacientes, apareciendo a
los 4-6 dias de la infeccion y desapareciendo a los 15-20 dias; segin algunos datos
experimentales, estos anticuerpos podrian estar implicados en la resolucion del cuadro
clinico.

La proteina CSL, de aproximadamente 1300 kDa es la glucoproteina apical de los
€sporozoitos y merozoitos y su neutralizacion con anticuerpos monoclonales protege de la
infeccion en un modelo in vivo. Es la responsable de la infectividad del esporozoito, ya que
se une a las células epiteliales intestinales y, por lo tanto, es un blanco prometedor en el
disefio de vacunas. (65)

Se sabe que una deficiencia de TCR-o”" conduce a una enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD) creando auto anticuerpos contra tropomiosina y produciendo sesgos en los
anticuerpos especificos del suero con incremento de la reactividad de antigenos bacteriales
entéricos, esto como consecuencia de una disfuncién de un componente humoral para la
induccion y el mantenimiento. Todo esto indica que las células B estan invulocradas en el
desarrollo de IBD. Por el contrario a las observaciones, la deficiencia en ratones de TCR-ot”
" x Igu™” (deficiencia de células T y B) desarrolla lesiones mas severas que la deficiencia de
TCR-a™ x Igu*“, lo que sugiere que las células B no son requeridas para desarrollar
lesiones y que pueden suprimir la formacion de lesiones en TCR-o™" (89)

La colitis en ratones esta mediada por las células T en una deficiencia de dos
interleucinas (IL) 10 y 2. Como en TCR-o” hay infiltracion de células B en lesiones
intestinales y se han detectado anticuerpos anticolon en ausencia de IL-2. Se sugiere que las
células B no son necesariamente implicadas en el desarrollo de la lesion. (89)

Las lesiones son similares tanto en la deficiencia de TCR-a.™ x JH” como en TCR-
o x JH™, solo que en la primera hay una hiperplasia 6 no presentan cambios histologicos
y las ubicaciones de la colonizacion son algo distintas. En la deficiencia de TCR-o” x JH"*
hay infiltraciones de linfocitos, macrofagos y neutrofilos (Fig.5b), hay elongacion de las
glandulas, abscesos y edemas moderados en la submucosa. Las lesiones son progresivas.

En la deficiencia de TCR-a”" x JH™ no se detectan lesiones cecales (figura 5c), por
otro lado, en el epitelio medio existe una hiperplasia ocasional. En este estudio se ve
demostrada que las células B son un componente necesario para la induccion de lesiones
cecales en la deficiencia de TCR-ar™” en una infeccion persistente de C. Parvum. Por otro
lado se observa que en la deficiencia de TCR-a” x JH” no se desarrollan lesiones
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inflamatorias, lo que implica células B en la induccion de IBD en un raton con TCR-o”".
(89)

Fig.5 A .- tejido del ileon de ratén, TCRa ”* X JH ™ que muestra una infeccion persistente de C.
parvum (flecha), B.-tejido cecal de raton TCRo. ™ X JH ** que muestra una infiltrado en la lamina propria,
de leucocitos (particularmente linfocitos) elongando las glindulas hipercelularmente y se ve C. parvum. C.-
tejido cecal de ratén TCRe X JH ™ muestra una infeccion persistente de C. parvum, con una estructura
normal. D.- muestra de tejido cecal de raton con TCRa ™ X JH ™ con una infeccién transitoria con C.
parvum, con una estructura normal. (89)

Se ha mencionado que las células T son muy importantes para combatir la
parasitosis de este protozoario, y también se ha demostrado que la deficiencia de TCR-o
reportada con anterioridad, muestra una infiltracion extensiva de células B, y la deficiencia

de TCR-f x TCR-6 solo muestra unas pequefias agregaciones de células B, esto es la
principal diferencia entre estas deficiencias entre las lesiones originadas por cada
deficiencia. (88)

Algunos experimentos donde se inocularon oocistos de Cryptosporidium parvum en

ratones deficientes de TCR-B x TCR-8 muestran resultados que indican que aunque las
células T yd, no son necesarias para la induccion de inflamacion intestinal en ratones
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deficientes de células T af, infectados con Cryptosporidium parvum, su presencia altera la
morfologia de las lesiones que sobrevienen.

Una observacion importante de las lesiones intestinales en la enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD) con deficiencia de TCR-ct es la infiltracion de células
mononucleares, donde predomina la presencia de células B y células T vy con una pequefia
poblacion de células TCR o B* y NK. También se han detectado infiltrados de IgD". Los
infiltrados de células B se encuentran en distintos puntos y también hay presencia de
linfocitos difusamente. Esto hace pensar que las células B tienen un rol minimo en la
resolucion de una infeccion de Cryptosporidium parvum.

Se ha encontrado que la presencia de células T y8 influyen en la proliferacion o
trafico de células B, y también pueden ser centros de produccion germinales y foliculos
linfoides, las células T 5, se asocian a la produccion de anticuerpos no especificos que
incrementan el dafio, desarrollando autoinmunidad e IBD, sin embargo las células T yd no
son requeridos para el desarrollo de la infeccion por Cryptosporidium parvum, pero si
influyen en el tipo y el grado de severidad de las lesiones. (88)

Resumiendo lo anterior se puede sintetizar que los mecanismos responsables en la
resolucion en modelos experimentales involucran:

» Los linfocitos T CD4, en la criptosporidiosis aguda y cronica.

» La generacion de interferon gamma, aunque su intervencién en la resistencia es
poco claro. Su importancia parece ser mayor en las infecciones secundarias.

» LalL-12, probablemente por la induccion de interferon gamma.

» Los anticuerpos, con un papel de menor importancia en la resolucion de la
enfermedad.
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TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Antes de 1978, todos los diagnosticos de criptosporidiosis, se efectuaban por biopsias
intestinales, ya que no se habia detectado el parasito en heces. Posteriormente a esta fecha,
el diagnostico se ha efectuado por la deteccion de ooquistes en las heces. (10)

Para establecer el diagnostico de estos parasitos se puede recurrir a varias técnicas
apropiadas, que pongan en evidencia la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en la
materia fecal.

Existen dos tipos de técnicas las cuales nos permiten solo la identificacion del parasito y
otras que nos permiten identificarlos y contarlos al mismo tiempo, estas técnicas son
cualitativas y cuantitativas respectivamente.

Las técnicas cualitativas solo se basan en la presencia de oocistos de Cryptosporidium
parvum presentes las heces o de muestras provenientes de biopsias. Estas técnicas nos
permiten diferenciar e identificar los ooquistes de C. parvum de las levaduras.

Para mejores resultados de las técnicas cualitativas se puede realizar una concentracion
ya sea por flotacion o sedimentacion como son las técnicas de Faust y Ritchie, la de
Sheatter y la de Teleman-Miyagawa.

En la actualidad y con los avances de la ciencia se han podido realizar un analisis
cuantitativo que nos permiten evidenciar si la presencia de C. parvum es una infeccion
masiva, moderada o leve. Las técnicas han evolucionado hasta casi poder saber con
exactitud el grado de invasion y gravedad de la infeccion.

Las técnicas que se han empleado para el diagnostico de Cryptosporidium parvum

son:

a) Diagnostico clinico

b) Biopsias

¢) Teécnicas de concentracion por flotacion o sedimentacion

d) Tincion de Kinyoun y otras tinciones

e) Meétodos inmunologicos

f) Hematocitometros

g) Contadores Coulters

h) Técnica de PCR semicuantitativa y cuantitativa

i) Marcaje con fluorescencia con anticuerpos monoclonales

j) Citometria de flujo

k) Técnica de citometria de flujo de dos colores y usando particulas inmunomagnéticas

Estas técnicas mencionadas son empleadas en diversas areas y con diversas finalidades,

pero todas con el objetivo de poder combatir la infeccion por este parasito cuando se
presenta en el humano o en diversas especies de animales.

24



FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS

A. TECNICAS CUALITATIVAS.

1) Diagnostico clinico

2) Biopsia

3) Concentraci6n por flotacién 6 sedimentacién

4) Examen en fresco

5) Tinci6n de Kinyoun y otras tinciones (dimetilsulfoxido, auramina-rodamina)
6) Métodos inmunolégicos (ELISA, Anticuerpos monoclonales, IF, IFA)

El diagnostico clinico sc realiza a través de la sintomatologia, la cual puede ser
variable, ya que en pacientes inmunocompetentes, luego del periodo de incubacién (4-14
dias), comienza con un cuadro de diarrea aguda explosiva y profusa, acompafiada de
colicos que persisten generalmente hasta 2 6 4 semanas, puede presentarse asimismo
perdida de peso, nduseas y vémitos. En cambio, en el huésped inmunosuprimido, el cuadro
es més grave, ya que la duracién es més prolongada y se acompafia de sintomas generales
marcados, de largo tiempo de duracién (més 5 meses), perdida de peso importante,
flatulencias y vomitos.

Otro camino para realizar el diagnéstico clinico es por medio de una biopsia, es dando
de comer las heces sospechosas, sin preservadores, a animales de laboratorio recién
nacidos, libres de patégenos. Si la muestra es positiva, los animales presentan una enteritis
grave con diarrea verdosa muriendo a los dos o tres dias de haber comenzado los sintomas;
entonces se procede a la bisqueda de las distintas fases del pardsito en el conducto

gastrointestinal. (3, 36, 68,86)




La finalidad de las técnicas de concentracién por flotacién 6 sedimentacién, como la
de Faust y Ritchie, es la de permitirmos recuperar en mayor cantidad los ooquistes, que son
la forma diagnostica en heces. También se puede recurrir a técnicas especiales, especificas
para Cryptosporidium como la de Sheatter que es también de concentracion-flotacion y
que usa una solucién de azicar con densidad de 1.27, mayor que el peso especifico de los
ooquistes del parésito. (3, 50,86). Ademéas puede utilizarse el método de concentracion por
sedimentacién de Teleman-Miyagawa modificado este método permite obtener un
sedimento rico en ooquistes y sin presencia de material que impida la observacion.

Cuando las preparaciones en fresco se observan en el microscopio y con contraste de

fases, se puede observar varios tipos de ooquistes; indemnes, desenquistados, no
esporulados, etc. (68,86)

1

10um

Cryptosporidium parvum, ooquistes examen en fresco

Las técnicas cualitativas generalmente usadas ya con anterioridad y que utilizan
contraste de fases, son las preparaciones en fresco se observan al microscopio de contrastes
de fases ya que son mis faciles de distinguir, detectandose que poseen una doble pared y
una estructura interna formada por esporozoitos y cuerpos residuales que no son claramente
visibles.

Entre las tinciones se encuentran la Kinyoun, técnica modificada de Ziehl-Neelsen, la
tincién de auramina-rodamina (A-R), tincion de Giemsa, PAS modificado y Ia
Safranina (14, 32, 60, 68,86). También tenemos evaluaciones por medio del microscopio
de contraste diferencial y con ayuda de anticuerpos fluorescentes para detectar a los
oocistos potenciales (7)

Para un diagnéstico de rutina rapido y especifico, es de suma utilidad la observacion del
frotis del material fecal tefiido con la técnica de Ziehl-Neelsen modificada con
dimetilsulféxido (DMS), que es una técnica muy sencilla y especifica para la deteccién de
Cryptosporidium, ya que permite visualizar al pardsito con objetivos seco débil e
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inmersién, pudiendo diferenciar entre los ooquistes del pardsito y las levaduras
circundantes. (49).

Cryptosporidium aparece como una estructura esférica o ligeramente ovoide de 4 a 6
mmasded:ﬁmenqqmporwréudo-almholmwMeMencolmwﬁmm,
apareciendo de color rojo rubi brillante con diferentes grados de intensidad, mientras que
las levaduras, detritus alimenticio y el fondo, se tifien de verde intenso o azul, dependiendo
del colorante que se use como contraste. (14, 60, 68,86)

La tinci6n de auramina-rodamina (A-R), en donde los ooquistes se tifien de amarillo
brillante (fluorescente sobre un fondo oscuro), observindose como una estructura circular
de doble pared brillante e inclusiones densas y opacas en su interior. (60)

Hoy en dia se reconoce la técnica de Kinyoun como método normalizado para la
identificacion de Cryptosporidium parvum y otras especies de Cryptosporidium, los
ooquistes se observan de forma circular, con doble pared, con un halo alrededor del quiste y
pequeiias inclusiones de color rojo en el interior. (60)

T ¥ 5
o & .JP

Y™ W Sl
Cryptosporidium parvum, tincién 4cido alcohol (T. Kinyoun)
En cualquiera de las anteriores situaciones, la muestra de materia fecal debera fijarse
con formol al 10% 6 alcohol polivinilico para evitar contagios. (86)

Las técnicas inmunolégicas mis empleadas son ELISA en la cual se utilizan dos tipos
de anticuerpos, uno que se adhiere al antigeno parasitario y otro que se adhiere al primer
anticuerpo utilizado, visualizindose una aglutinacion si es positivo.

La técnica de la inmunoflourescencia indirecta, en la cual también hay intervencion

de dos anticuerpos pero el segundo anticuerpo esta marcado con alguna sustancia
fluorescente. (85,86)
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Cryptosporidium parvum. Tinci6n fluorescente de hidrocloruro de diamino fenilindol
(DAPI)

Una técnica que ha resultado ser altamente especifica en la deteccién de ooquistes de
Cryptosporidium parvum en materia fecal usando anticuerpos monoclonales.

Para el marcaje con anticuerpos se puede realizar con por medio de un marcaje rapido
acido que es un método de inmunofluorescencia con anticuerpos directa (IFA) o por
medio de mancha ripida dcida (ASF) en los cuales se tiene el criterio de la aparicién de
estructuras del mismo tamafio, forma y una fluorescencia verde brillante de la misma
intensidad que las del control positivo. (37)

Inminofluorescencia con anticuerpos directa (IFA). Quistes de Giardia y ooquistes de
Cryptosporidium parvum
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Los kits actuales utilizan el isotiocianto de fluoresceina con anticuerpos monoclonales.
(30)

Charles y Sterling y Michael Arrowood (77) de la Universidad de Arizona desarrollaron
un método de inmunoflouorescencia utilizando una inmunoglobulina M como anticuerpo
monoclonal, demostraron que este método tiene tanto una sensibilidad como una
especificidad de 100% comparada con la técnica de Ziehl-Neelsen modificada.

Este método fue comercializado por los laboratorios Meridias Diagnostic como el
“Merifluor Cryptosporidium kit”. (33, 69,77)

B. TECNICAS SEMICUANTITATIVAS Y CUANTITATIVAS.

1) Conteo por hematocitometro

2) Contador coulter

3) Técnica semicuantitativa PCR (44)
4) PCR (20)

5) Marcaje con fluorescencia

6) Citometria de flujo

Dentro de los métodos cuantitativos tenemos al Hematocitometro que se realizan en
una improvisada camara de Neubauer (linea brillante), bajo contraste de fase con una
magnificacion de 400X y con una carga de muestra estandarizada. Las 4 rejillas de 1
milimetro situadas en cada uno de los compartimentos se cuentan y se obtiene un nimero
total de oocistos. Este método tiene una variante que es con un Hematocitometro con
camara deslizante. (7)

La evaluacion al microscopio puede hacerse con contraste diferencial de fases (DIC) y
epifluorescencia, donde se usa una luz fluorescente usando el objetivo de 25X, Pero cuando
se requieres un diagnostico exacto y mds preciso se utiliza un marcaje con anticuerpos
monoclonales fluorescentes, actualmente estos anticuerpos son marcados con fluorescencia
de isotiocianato (FITC) y requiere de filtros epifluorescentes, excitados a 450-490nm, con
un haz dicromico de 510 y un filtro de barrido de 510-520nm, ademas de que requieren de
centrifugacion para aumentar en contacto de antigeno anticuerpo asi como de una
incubacion, se toma alicuotas y se ponen en un portaobjetos el cual se le coloca un cubre
objetos especial de vidrio y se sella. Esta técnica nos permite identificar a los oocistos que
son potenciales de los oocistos vacios y con estructura interna y contarlos en su totalidad
tomando en cuanta las diluciones. (7)
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m@mm diferencial de (DIC)

En el contador Coulter se utilizan muestras frescas de oocistos, primero se realiza una
primera insercion con un stock por medio de contraste diferencial para confirmar la
monodispersién y homogeneidad de los oocistos y calibrar el Coulter, también nos permite
ajustar la apertura del tubo en el que se realizara el conteo y dar el rango de tamafio de
particulas que se contaran (por lo general el intervalo va de 3.5 a 6.5 micras), (7)
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LLa PCR es una de las técnicas moleculares que es utilizada para el diagnostico de
Cryptosporidium y se basa en la deteccion material genético del organismo en cuestion, por
medio de una amplificacion de DNA (pueden ser pares de bases (20) 0 un gen especifico
(44)). Esta técnica requiere de primers 0 iniciadores especificos para amplificar la porcion
que se requiera. La PCR tiene 3 pasos, la desnaturalizacion en la cual el DNA se abre para
que el primer se una a este y pueda empezar la amplificacion, esta Gltima recibe en nombre
de anclaje, por ultimo viene la extension, seguida de una cuarta fase que se llama extension
final, donde se deja un tiempo establecido para que todas las amplificaciones sean
terminadas. Cabe aclarar que cada fase tiene un tiempo y una temperatura establecida
dependiendo del primer o de la porcion del DNA ha amplificar, por lo regular en este
diagnostico la desnaturalizacion va de 15 segundos a 1 minuto a una temperatura de 94 °C,
el anclaje se da de 1 minuto a una temperatura de entre 50-60°C, la extension va de 1-2
minutos a una temperatura de 72 °C, la extension final se le puede dar de 5-6 minutos a una
temperatura de entre 50 a 72 °C. Para que este tipo de técnicas se han cuantitativas se
requiere una realizacion de un curva estandar, para poder comparar los productos obtenidos
de la PCR, para esta curva se requieren muestras puras de oocistos y controles para la
comparacion de los productos de las muestras. La concentracion de los productos puede
estimarse por medio de imégenes densitometricas o por medio de corrimientos
electroforeticos en geles de poliacrilamina y revelados con bromuro de etidio, estos son
expuestos a rayos ultravioletas de 245nm y fotografiados. (20,44)

Reaccion de la Polimerasa en Cadena ( los resultados positivos se
evidencian con una banda)

+ + F: + + + control- control+

Se han realizado inmunoensayos que nos permiten ver la viabilidad del parasito ya
que las demas técnicas solo realizan el conteo total de oocistos sin importar sin estan
viables 0 no. En esta técnica se realiza por medio de anticuerpos especificos monoclonales



y anticuerpos policlonales, los cuales fueron desarrollados a partir de oocistos, de
esporozoitos enquistados y esporozoitos, por tanto esta técnica nos permite la
cuantificacion de esporozoitos liberados. Lo mas importante de esta técnica es que no
presenta ningun tipo de reaccién cruzada por que tiene una lata especificidad contra un
antigeno del esporozoito (15). Otra manera de discriminar los oocistos viables y los no
viables es por medio del mRNa, hsp70, en el cual se extraen la proteina 70 (hsp70) del
mRNA y utiliza un oligo (dt) 2o marcado con granos magnéticos o por medio de incubacion
de oocistos lisados con DNasa . La viabilidad de cada cepa fue determinada por toma de
ioduro de propidio (PI). Se le aplica PCR utilizando los mismos primer para cada cepa que
son especificos para Cryptosporidium parvum. Después de la extraccion de mRNa se corre
la RT-PCR con inhibidores de RNAsas. Los productos son analizados corriéndose en un
gel de agarosa y revelados con bromuro de etidio visualizados en un transiluminador de
UV. El gravamen de la viabilidad de los oocistos que usaban el RT-PCR demostré una
diferencia dramatica en contenido del mRNA al comparar oocistos fresco e inactivados. Al
comparar los parasitos inactivos, la sensibilidad de la RT-PCR fue significantemente mas
alta usando el lisado con DNasa (técnica directa de la extraccion del mRNA) que al usar
granulos magnéticos. (35)

La citometria de flujo utiliza la medicion de la dispersion lateral y delantera de la
suspension de la muestra (con oocistos) por medio de la interrupcion de rayo laser. Para
este método se requiere de una solucion estandarizada de oocistos puros para calibrar el
aparato y el laser por lo regular es de argon a una longitud de onda de 488 nm.

Hay una variante de la técnica de citometria de flujo que suele ser mas exacta en la que
se utiliza un anticuerpo monoclonal especifico, el cual se conjuga con particulas
superparamagnéticas (biomag) con isotiocianato de fluoresceina (FICT) y r-ficoeritrina
(PE), esta conjugacion se procesa en un citometro de flujo equipado con un laser de Argon
de 488 nm y un software especial para el analisis, al igual que en la técnica normal se
detecta la dispersion delantera (FSC) y las dispersiones laterales (SSC), estas son llevadas a
escalas logaritmicas por tanto los detectores para FICT (FL1) y PE (FL2) tienen que ser
llevados a estas escalas. Lo que se obtiene por resultado una optimizacion de la técnica de
citometria de flujo normal, ya que esta técnica tiene mas sensibilidad ya que el marcaje con
estos aparece doblemente mas fluorescente y marcados con FITC, PE, por si solos o
combinados, lo que da la sensibilidad son las particulas superparamagnéticas. (57)

USO Y APLICACIONES DE LAS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO

Las diferentes técnicas mencionadas tienen un fin tnico, el cual es la identificacion de
Cryptosporidium parvum, pero tiene diversas aplicaciones las cuales van desde determinar
el foco de infeccion o la forma de contagio hasta establecer un diagnostico clinico en un
determinado paciente.

La técnica de PCR es empleada mas cominmente para determinar la presencia de
Cryptosporidium parvum detectandolo en sus diferentes habitats, por ejemplo, se sabe que
Cryptosporidium parvum puede transmitirse en aguas municipales destinadas al consumo
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humano, este experimento fue realizado en Canada, arrojando como resultado la
determinacion de cuan contaminada estaban sus aguas con la presencia de este parasito.
(20) También se desarrollo un método semicuantitativo para detectar infecciones de bajo
nivel, utilizando tejidos provenientes de ratones, la cual utiliza una secuencia de un gen
CP15/60, que nos permite estimar la presencia del parasito dentro del intestino, esta técnica
permitio el desarrollo intracelular de C. parvum, asi como ver la evolucion de este cuando
es expuesto a radiaciones gamma en diferente intensidad encontrandose que las dosis de
radiacion optimas (donde no hay productos de PCR) son de 25 a 35 Krad. (44)

Por otro lado esta técnica ha permitido detectar los diferentes genotipos de C. parvum
que afectan a las diferentes especies entre ellas incluida la raza humana.

Las técnicas que han permitido la deteccion de Cryptosporidium parvum dentro de
animales para el consumo humano son la de marcaje ripido 4cido y en de mancha acida
rapida, estas técnicas por si solas son eficientes pero se ha encontrado que la combinacion
de estas dos nos permite una determinacion cercana al 100%, esto se encontr6 en un estudio
realizado en oriente donde el principal portador de este parasito son los ostiones, teniendo
como criterios el corte histolégico marcado que incluye azul de picromatil de Feugen, IFA
y AFA, ésta combinacion tiene suma importancia por que da negativa para con 46
enteropatogenos humanos. (37)

También se ha detectado la presencia de C. parvum en molusco destinados para el
consumo humano, la deteccion se realizo con técnicas de marcaje que contiene
isotiocianato de fluoresceina y utilizando el tracto gastrointestinal y agallas de dichos
molusco, se encontrd que 21 de 38 especies distintas de molusco presumian la presencia de
oocistos de C. parvum (55.2%) cabe aclarar que se utilizaron diversas técnicas los cuales
dieron falsos negativos (verde de malaquita, Safranina, azul de metileno, carbol-fucsina,
auramina rodamina y Ziehl-Neelsen modificada) (30)

Otra forma de diagnosticar oocistos viables dentro de las aguas turbias del ambiente son
los inmunoensayos que utilizan anticuerpos monoclonales especificos como el Mab CP7 y
algunos anticuerpos policlonales, lo cual tiene una alta especificidad y precision.

La citometria de flujo en sus dos variantes, hematocitometro, contadores coulters,

marcaje con fluorescencia, son utilizadas para cuantificar la cantidad de oocistos presentes
en las heces y para su identificacion se utilizan las diferentes tinciones ya mencionadas.
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TRATAMIENTO Y PREVENCION

Hasta el momento no se ha encontrado un tratamiento adecuado para la
criptosporidiosis; se han probado una gran variedad de terapias aun sin éxito. (3, 36, 79,65)

En personas inmunocompetentes donde la infeccion se autolimita, sola se les administra
tratamiento de apoyo para la rehidratacion y el alivio sintomatico, ya que curan
espontaneamente. (3, 50, 79,80) Se puede emplear paromomicina (65)

Sin embargo, en los sujetos inmunocomprometidos en donde si es necesaria la
administracion de tratamiento adicional, ninguno de los medicamentos ensayados, tanto en
la criptosporidiosis humana, como en la produccion experimentalmente, ha demostrado ser
eficaz. (36, 50, 73,80), pero algunos médicos recomiendan paromomicina y azitromicina
durante 4 semanas. (53,65)

Se han probado mas de cuarenta antimicrobianos, incluyendo coccidiostaticos y otros
compuestos antiprotozoarios, antibiéticos de amplio espectros antihelminticos, pero ningun
esquema ha sido eficaz.

Los medicamentos usados en la criptosporidiosis humana han sido los siguientes:

Weinstein y cols. (1981): Metronidazol y Loperamida.

Sloper y cols. (1982): Oxitetraciclina, Metronidazol, Eritromicina, Penicilina,
Trimetroprima-Sulfametoxazo y Gentamicina.

Stemmermann y cols: (1980): Metronidazol, Trimetroprima-Sulfametoxazol,
Los medicamentos usados experimentalmente son:
Monn y cols. (1982) en ternera: Trimetoprima, Metronidazol.
Tzipori y cols. (1982) en raton: Etopabate, Nicarbizina, Sulfaquinixalina, Furaltadona,

Enterolite-N, Sulametazina, Trinamida, Amprol, Fenamidina; zooquin, Halofuginosa,
Salinomicina, Emtril, Aprinocida y Ampraliom. (79)
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS MEDICAMENTOS.

Los mecanismo de accion de los farmacos que se han empleado en contra de este
parasito han sido diversos, a continuacion se describiran los mecanismo de los farmacos
que siguen vigentes en diversasa presentaciones y que siguen empleandose en contra de
Cryptosporidium parvum y otro tipos de infecciones.

Bactrim (Trimetroprima-Sulfametoxazol): Estos dos farmacos tienen una asociacion
sinergica, es decir se potencian sus efectos, ya que la sulfa se absorbe mas lentamente que
el trimetroprima y se distribuye ampliamente en varios liquidos del organismo como el
pleural, sinovial peritoneal y ocular. Los dos principios activos interfieren con la sintesis de
Acido tetrahidrofélico de las bacterias, este 4cido es un intermediario esencial para la
produccién de acidos nucleicos.

Eritromicina: es un antibiotico macrolido de ampliespectro, se absorbe en el tracto
gastrointestinal y se difunde a todos los tejidos, su mecanismo es la inhibicion de sintesis
proteicas ya que se una a una subunidad del ribosoma 50.

Espiramicina: es un antibiotico macrolido antibacteriano, los macrélidos penentran y
se acumulan en los fagocitos, monocitos y polimorfo nucleares, tiene una accion sinergica
ya que las concentraciones intrafagocitarias son altas en el hombre y esto explica la
actividad de la espiromicina en contra de bacterias intracelulares.

Furazolidona: antimicrobiano y antidiarreico, derivado de una nitrofurano, el grupo
nitro confiere la actividad antibacteriana, ya que interfiera en la sintesis de la pared celular
inhibiendo las enzimas en la degradacion aerobia o anaerobia de la glucosa y el piruvato,
induce a profagos y altera el ADN bacteriano, pero se absorbe muy poco en el tracto
gastrointestinal.

Gentamicina: esta recomendada para infecciones de vias urinarias, permanece por
largo tiempo en el organismo, este principio activo actia inhibiendo la sintesis proteico de
los microorganismos ya que se une a un aminoglucdsido, este farmaco se ve potenciado si
se combina con Carbenzilina.

Loperamina: es utilizada para detener la diarrea aguda, reduce la movilidad
peristalticos, ya que inhibe la liberacion de la Acetilcolina y prostanglandinas.

Metronidazol: es un antirpotozoariao antimicrobiano de bajo peso molecular, se
difunde por todos los tejidos y liquidos del organismo, incluyendo el liquido cefalo
raquideo. Su mecanismo de accion es la reduccion quimica intracelular que se lleva a cabo
por mecanismos unicos del metabolismo anaerobio. Metronidazol reducido, es citotoxico,
pero de vida media corta, interacciona con el DNA para producir una pérdida de la
estructura helicoidal, rotura de la cadena e inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y
muerte celular.

Se clasifica como: Antibacteriano sistémico; antiprotozoario, antihelmintico.
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Oxitetraciclina: es un bacteriostatico que se difunde bastante debido a su union a una
proteina plasmatica, este actua inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos.

Penicilina G: inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana, se absorbe ampliamente
en el organismo, la peniciliada G bezatinidica inhibe la biosintesis de un mucopeptido de la
perdad celular en la etapa de multiplicacion activa.

Tanto en la criptosporidiosis humana como en la experimental, ningin tratamiento ha
tenido eficacia.

Un aspecto importante de la infeccion es la relativa resistencia en cuanto a la edad de
los hospederos (resistencia innata), ya que por instantes la criptosporidiosis es mas comun
en nifios que adultos y en roedores esta distincion es mas marcada, esto puede deberse que
en edades tempranas la flora normal no esta desarrollada. Estudios precisos ha demostrado
una importante interaccion de los carbohidratos de lectina en la infeccion intestinal en el
hospedero.

RESISTENCIA

La mayoria de las pruebas farmacéuticas se han realizado en animales en los cuales las
especies de Cryptosporidium son la causa comin de morbilidad (4), causando algunos de
ellos reduccion en la excrecion de ooquistes y en formas experimentales los ratones
presentan alteraciones histologicas pero sin manifestaciones clinicas de la infeccion. (4,82)

Los ooquistes de Cryptosporidium son resistentes a los desinfectantes comunes como:
yoduros, acido cresilico, hipoclorito de sodio, cloruro de benzalconio (17) y los aldehidos
(4). La viabilidad de los ooquistes puede mantenerse de 9 a 12 meses IN VITRO (22,65).

Gracias a su pared gruesa, los ooquistes de Cryptosporidium resisten los tratamientos
quimicos usuales: no sufren alteracion después de ser expuestos a 80 ppm de cloro/30 min,
e incluso resisten 24 h en el cloro utilizado para blanqueado de ropa.

El empleo de ozono (1 ppmx5 min), la congelacion o calentamiento (>72° C durante 1
min o 45 °C por 10-20 min) son métodos mas efectivos. Cabe mencionar que permanecen
viables al cabo de una semana en la mayoria de los congeladores caseros. Debido a su
tamaiio, unicamente los filtros capaces de remover particulas de 1 um resultan confiables.
(65)

Los métodos efectivos para la inactivacion de los ooquistes incluyen la exposicion a
temperaturas bajas (debajo de 0 °C) o altas (arriba de los 65 °C) durante 30 minutos (17),
también el tratamiento con fenol al 10%, y con amoniaco al 5%.

La prevencion de la infeccion puede lograrse, evitando la exposicion al agua no tratada

y a vegetales no cocidos, sobre todo cuando uno viaja.
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También es importante tomar precauciones cuando se estd en contacto con personas o
animales infectados por Cryptosporidium parvum.

PROFILAXIS

Se ha observado que un azicar simple puede competir o bloquear los sitios receptores
reduciendo asi la colonizacion. Se examinaron los efectos de monosacaridos y disacaridos
sobre la susceptibilidad de la colonizacion en ratones infantes encontrandose que una dosis
sencillas de sacarosa reduce significativamente la infeccion con Cryptosporidium parvum
asi como la dosificacion 24 horas antes de la infeccion tiene un efecto preventivo. La
isomaltosa tiene efecto similar pero en menor grado.

La explicacion que se maneja es que la sacarosa y la isomaltosa inducen una diarrea
osmotica que es un mecanismo de lavado mecanico sacando los oocistos antes de que
pudieran infectar al epitelio, asi como también se cree que la alteracion morfologica, como
el engrosamiento es relevante para aumentar la resistencia de las células ante la
colonizacion. (38)

Por otro lado, en pollos, tres pruebas han demostrado la eficacia de anticriptosporidosis
dos de ellos comerciales como los derivados anticoccidiales diclazuril y toltrazuril, y el
extracto de ajo. Al nivel recomendado, los diclazuril redujeron el rendimiento del oocistos
de pajaros por 14.6% el toltrazuril tiene una eficacia de 52.1 % al nivel recomendado de
dosis. De cualquier forma estas dosis tienen un alto significado en la reduccién de ganancia
de peso. La eficacia del extracto de ajo fue de 24.4%.

Ninguno de estos farmacos que también fueron probados con C. Parvum en ratones,
mostré alguna actividad significante anticriptosporidial sin embargo el peso de los polos se
vio reducida mientras se aumentaba la dosis debido al efecto toxico. El ajo se sabe que
tiene actividad antiviral, antibacterial y fungicida pero la efectividlad como agente
profilactico en terapia jamas ha sido probado contra C. Baileyi. La dosis alta de ajo
disminuyo el rendimiento de oocistos en los pajaros. Esta observacion permito usarlo el
allicin un producto contra C. parvum. Como conclusion se obtiene que ningin farmaco
puede ser recomendado para quimioterapia o quimiprofilaxis para la criptosporidiosis
avicola. (75)

TRATAMIENTO DE SOPORTE

Hasta ahora, lo que se le puede ofrecer al paciente con criptosporidiosis es el
tratamiento de soporte, el cual difiere segin la magnitud y la duracion de la diarrea. Debe
mantenerse un nivel electrolitico en caso de deshidratacion, con una solucién glucosada que
contenga sodio, bicarbonato y potasio. La hidratacion intravenosa es necesaria después del
vomito recurrente, acidosis severa, hipocalcemia, hipopotasemia, y niveles bajos de
magnesio.
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La administracion de agentes antidiarreicos no especificos como loperamida,
Kaopectate y colestiramida, han resultado efectivos en la disminucion de la diarrea.

La alimentacion parenteral es util, pues ayuda a disminuir el nimero de evacuaciones.

La rehidratacion y la reduccion de agentes inmunosupresores, tales como los esteroides,
son comunmente el principal soporte de la terapia. (64)

Para la sintomatologia se empleo con cierto éxito la octredtida, loperamida, el
difenoxilato y la tintura de opio. (65)

FARMACOS EN CONTRA DE C.PARVUM

En humanos, el tratamiento con diferentes drogas ha tenido poco éxito. De 21 pacientes
con SIDA tratados con Furazolidona durante 2 meses, solo uno obtuvo mejoria. Varios de
estos pacientes, y otros mas desde entonces, han mostrado mejoria sintomatica pero con
propagacion persistentes de ooquistes, cuando se han tratado con tetraciclina, Furazolidona
o con una combinacion de quinina y clindamina. (43)

Mas prometedor ha sido el uso de la espiramicina, un antibiotico macrolido, con el que
un numero considerable de pacientes han mostrado mejoria (21, 25, 43,64). EL mecanismo
de accion de la espiramicina contra las especies de Cryptosporidium no se conoce. El
mejoramiento clinico puede ser por un efecto directo sobre el protozoario, o puede deberse
a los efectos sobre copatogenos. (64)

El tratamiento con alfa-difluorometil-ornitina, también se ha asociado con el
mejoramiento clinico en numerosos pacientes con SIDA vy criptosporidiosis. Sin embargo,
la toxicidad hacia la medula 6sea y hacia el area gastrointestinal, son un impedimento
significativo para el uso de esta droga. (43, 73,74)

Se sabe que Cryptosporidium parvum utiliza una unica via de metabolismo para la
sintesis de poliaminas, formando un metabolito intermedio que es la agmatina que
producida por descarboxilacion de arginina pasando a agmantina para que se de la
conversion de putresina, espermina y espermidina.

Se ha encontrado que una dosis oral en ratones infantes de agmatina por 8 dias reduce
significantemente la infeccion, incluso se encontro que una sola dosis de agmatina por un
dia (el dia de la infeccion) reduce significantemente la infeccion de C. Parvum. Estos datos
sugieren que la agmatina rompe el metabolismo de C. Parvum, resultando en una
reduccion en la habilidad del parasito para colonizar en ratones infantes. (55)

Se cree que esta via tnica utilizada por Cryptosporidium parvum tiene una desventaja
que puede ser utilizada para reducir la infeccion de este ya que con anterioridad se
descubrio que una dosis oral de putresina reduce significantemente la infeccion de C.
parvum en ratones infantes. La hipétesis manejada es que se de agmatina por via exégena
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puede romper la sintesis de poliaminas dejando la via del hospedero relativamente sin
infectarse.

Se ha observado una inesperada actividad de la B-ciclodextrina, que es usada como
excipiente en la industria farmacéutica fue observada en contra de C. Parvum.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos naturales, y se han utilizado mucho en la
industria farmacéutica en combinacion de farmacos lipofilicos para optimizar la
biodisponibilidad.

Se han realizado pruebas de viabilidad y de infectividad para demostrar que las f-
ciclodextrinas por si solas son eficaces en contra de la infeccion de Cryptosporidium
parvum. Esto se demostrd en ratones dando como resultado que las B-ciclodextrinas tienen
un efecto preventivo 2 horas antes de la inoculacion y 1 o 2 dias después de la inculacion
dado cada 1 horas. Este excipiente ha demostrado que provoca las hemolisis de eritrocitos
por removiendo el colesterol de la membrana y los fosfolipidos como efecto secundario.

Por otro lado, se han hecho una gran cantidad de trabajos sobre el tratamiento sobre el
tratamiento de esta coccidia en los pollos. Como la mayoria de estos agentes son
coccidiostaticos, el tratamiento necesita ser prolongado; se ha tratado con drogas que son
comunes a las usadas en los humanos. Se ha pensado que debe ponerse atencion hacia las
drogas empleadas en los animales como quinoleinas, ionéforos y anilogos de la tiamina.
Hay una preparacion veterinaria llamada Amprolio, la cual se usa en animales y quiza se
efectiva en humanos. (8)

Sobre la base de los antecedentes anteriores, podemos establecer ciertos puntos de
importancia, como son:

¢ Cryptosporidium parvum también puede infectar a personas cuya funcion inmunologica
es normal.

¢ Algunos autores aseguran que la criptosporidiosis es mas comun que la infeccion por
Pneumocystis carinii en pacientes con SIDA.

e En el laboratorio, la busqueda de Cryptosporidium parvum debe hacerse en forma
intencionada, ya que no es facil su identificacion por técnicas de rutina.

e Actualmente no existe un esquema de tratamiento eficaz, por lo que solo se aplica
tratamiento sintomatico.

Por ultimo, la federal drugs administration (FDA) ha dado la autorizacion para la
comercializacion de Alinia (nitazoxanida) como tratamiento de suspension oral para nifios
con diarrea causada por Cryptosporidium parvum y es la primera innovacion en el ambito
de Giardia lamblia, este producto esta disponible desde febrero del 2003, otra forma
farmacéutica de la nitazoxanida es el Daxon que esta disponible en tabletas dispersables y
polvo granulado de dosis unica. Este medicamento se absorbe en el tracto gastointestinal en
grandes cantidades, inhibe la polimerizacion de la tubulina en el parasito, en especial de los
helmintos. En varios organismos parasitarios (ITrichomonas vaginalis, Giardia lamblia y
Entamoeba histolytica) la nitozoxanida es reducida a un radical toxico en un organelo del
metabolismo de los carbohidratos.

39



ANALISIS DE LA INFORMACION Y
CONCLUSIONES

El reconocimiento de la Cryptosporidium parvum como un agente etiologico de una
enfermedad emergente, surgi6 ante la imposibilidad de identificar, diagnosticar y controlar
al microorganismo patogeno por métodos convencionales, causante de brotes diarreicos en
grupos inmunosuprimidos y en pacientes inmunocompetentes, asi como en epidemias en
diversos grupos de animales de granjas y domésticos.

Por tanto se fueron desarrollando diferentes técnicas diagnosticas para su deteccion,
aislamiento e identificacion del parasito en muestras de agua, alimentos y biologicas, que
permitieron a los investigadores observar la complejidad e importancia de la enfermedad
causada por Cryptosporidium parvum conocida como “Criptosporidiosis”, dentor del
marco de salud publica de algunos paises.

En cuanto a su transmision que por lo regular es asociada a la calidad del agua y a
ciertos productos alimenticios, se puede deducir y estimar que las poblaciones mas
vulnerables, son aquellos grupos en los cuales no hay agua potable, servicios de
saneamiento y con una educacion deficiente y a sus malos habitos higiénicos ya que su
transmision es en si oro-fecal, estos grupos también son susceptibles a otras enfermedades
diarreicas.

También hemos podido observar que este parasito es en si una organismo
oportunista ya que en su mayoria afecta a personas inmunocomprometidas y a nifios con las
defensas bajas, aunque esto no es una regla ya que también se ha observado que afecta a
personas con su actividad inmunitaria normal ocasionandoles una diarrea aguda que se
autolimita en aproximadamente cinco dias. No se ve una tendencia de éste parasito a algun
tipo de sexo en especial ya que afecta tanto a mujeres hombres y nifios.

Los métodos de diagnosticos actuales ya no son tan invasivos como eran
anteriormente Ya que se realizaban por medio de biopsias, ahora ya se puede identificar
este parasito por medio de diferentes técnicas, para su diagnostico rapido podemos emplear
la técnica de Zielh-Neelsen modificada con dimetilsulfoxido (DMS) y hasta técnicas muy
especificas y cuantitativas como lo es la PCR y la citometria de flujo.

Considerando la informacion publicada, en México hay tendencia a tratar la
criptosporidiosis exclusivamente como producto morbil de un parasito oportunista en
enfermos de SIDA, hecho que deja al margen a la mayoria de zonas rurales y urbanas
pobres y vulnerables de la investigacion epidemiologica y del resultado de sus hallazgos.
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SUGERENCIAS.

Dado que los procedimientos convencionales del tratamiento de agua para su

potabilizacion no eliminan al Cryptosporidium parvum se puede realizar los siguientes
procedimientos:

W7
0.0

Poner filtros con poros menores a una micra ya que mayores no lo retienen debido a
la estructura elastica de los ooquistes.

Puede emplearse el método de Ozono y una red de Ultravioleta con filtracion con
los filtro antes mencionados.

Hervir el agua en casa si no se cuenta con filtros o agua potable, ya que las altas
temperaturas destruyen al parasito y se comprobado que es un método eficaz.

Hacer brigadas en zonas endémicas para un seguimiento de este parasito e informa a
la poblacion de las medidas a seguir en contra de este tipo de infecciones a parte de
potabilizar el agua.

En las plantas potabilizadoras podrian iniciarse procesos de coagulacion y
floculacion, el coagulante mas utilizado es el sulfato de aluminio (alimina).
Actualmente ha cobrado importancia el uso de compuestos de aluminio poliméricos
como el polihidroxicloruro de aluminio (PACI), habiéndose demostrado que posee
ventajas con respecto a la alimina. Sulfato de aluminio (7,58 % de ALQs); PACI
(18 % de AlLOs3), Poliamina cuaternaria (coadyuvante de coagulacion), y
Poliacrilamida (coadyuvante de floculacion).

En la Facultad de Quimica, en la materia de Parasitologia deberia implementarse un
protocolo en busca de este parasito ya que es el causante de una de la enfermedades
emergentes de los ultimos tiempos.
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GLOSARIO.

ASF: marcaje rapido acido empleado para las bacteria,s que se vuelven visibles cuando son
sometidas al analisis de tefiido con acido rapido de Ziehl-Neelsen.

DEXp: DEXAMETASONA 1,2 FOSFATO, utilizada generalmente para Artritis,
tendinitis, bursitis, sinovitis, dermatitis, urticarias, eczemas, inflamacion de las vias
respiratorias, reacciones alérgicas localizadas o generalizadas, tumores del tejido linfoide,
edema de ubre (asociado a diuréticos), paresias por compresion, neuritis, polineuritis

DIC: contraste diferencial de fases , técnica en la cual Intervienen dos o mas colorantes y
cada uno diferencia una estructura. El colorante que se usa en segundo lugar es de color
diferente al del primero, denominandose colorante de contraste.

DMS: dimetilsulfoxido se utilizd originalmente como solvente en las industrias, no
reacciona con los solutos, polar, se mezcla facilmente con el agua y la mayoria de los
solventes organicos, pude actuar como oxidante o como reductor, tiene la habilidad de
penetrar en la piel intacta y tiene accion antiinflamatoria.

FITC: marcaje con anticuerpos monoclonales fluorescentes, marcados con fluorescencia de
isotiocianato

IBD: enfermedad inflamatoria intestinal, se define como una inflamacion cronica del tubo
digestivo que puede acompafiarse de complicaciones y manifestaciones extradigestivas.

IELs: linfocitos intraepiteliales constituidos por células situadas por encima de la lamina
propia y la membrana basal entre las células intraepiteliales. Su funcion no esta
comprendida completamente, se sabe que son células T diferenciadas y maduras que al
estimularse a traves de TCR proliferan pobremente para producir un aumento de diversas
citocinas, se sabe que median la accion citotdxica y citolitica.

IFA: inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal. Inmunofluorescencia con
anticuerpos directa.

IgA: inmunoglobulina que se encuentra en secreciones corporales, producida por las placas
de Peyer, amigdalas y otros tejidos linfoides.

IgD: inmunoglobulina se encuentra por lo general en la superficie de linfocitos B junto con
las IgM, su funcion aun es desconocida.

IgG: inmunoglobulina que es la mas abundante en el suero de los adultos se produce en las
respuesta inmunitarias humorales secundarias, unica que puede pasar por la placenta

IgM: inmunoglobulina que se encuentra en las superficies multiples de las células B, siendo

una macroglobulina, tiene actividad fijadora polivalente. Predomina en la respuesta
inmunitaria primaria temprana.
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IL 2: interleucina de origen celular de células Ty2 activadas, células Tc, células NK, sus
efectos principales son la proliferacion de células T activadas, funciones de células NK y
Tc, proliferacion de células B y expresion de IgG2

IL 6: interleucina de origen celular de linfocitos Ty2 activados y otras células somaticas,
tiene efecto sinergico con IL-1 o TNF induce fiebre, crecimiento de células B y produccion
de Inmunoglobulinas.

IL8: interleucina que origen principal celular de macréfagos y otras células somaticas, es
un quimioatrayente para neutrofilos y células T

IL12: interleucina que origen principal celular de células B y macrofagos, tiene como
efecto la proliferacion de células Tc y NK acyvadas, produccion del interferon gamma
(IFN), promueve la induccion de células Ty1; suprime funciones de las Ty2, promueve la
respuesta inmunitarioa mediada por células.

IMC: inmunocomprometidos, se les dice cuando el organismo carece o tiene alterado uno o
varios mecanismos de defensa.

NK: natural killers son linfocitos granulosos que contienen perforinas y granzimas para
matar células blanco.

PCR: reaccion de cadena de la polimerasa técnica que consiste en prolongar un segmento
especial de pares de bases de ADN obtenidos de un organismo con el fin de hacer mas facil
su deteccion.

PROTEINA CSL (CIRCUMSPOROZIOTE-LIKE): factor de adherencia, glucoproteina
apical de esporozoitos y merozoitos de aproximadamente 1300 kDa

T CD4: linfocito T, correceptor para el complejo mayor de histocompatibilidad de clase II,
marcador para células T cooperadoras; sefialamiento; receptor para virus de

inmunodeficiencia humana

T CD8: linfocito T, correceptor para el complejo mayor de histocompatibilidad clase I,
marcador para células T citotoxicas; sefialamiento.

TCR: receptor de célula T para antigeno, es un complejo de 8 cadenas cuando menos, de
las cuales 4 de éstas cadenas son conocidas como a, 3, 8, y y. por lo general van en

dimeros aff y y5.

TCR-o.: tipo de receptor de células T con fenotipo de superficie CD4'CD§
(cooperadores) CD4'CD8" (citotoxico) CD4" CD8" (funcién desconocida aun)

TCR -o”x Ign™ 6 x JH™: (indica deficiencia de células T y células B)
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TCR-B: tipo de célula T receptora para CD4" CD8 (cooperadores) CD4 CDS8" (citotoxico)
CD4" CD8" (funcidn desconocida aun)

TCR-y: tipo de célula T para CD4'CD8" (citotoxico)
TCR-3: tipo célula T receptora para CD4 CD8 (citotdxico)

Ty: célula te cooperadora son necesarias para la produccion de anticuerpos, por lo regular
en presencia de antigenos proteicos, en su mayoria son células T CD4’, las células
cooperadoras activan a la células B y esta coloboracion puede darse de dos maneras por
medio de citocinas o por contacto directo entre células.

TNF-o factor de necrosis tumoral: proviene de macrofagos activados, tiene efectos
similares a IL-1, que son coestimular células T y a las células presentadoras de antigeno,
crecimiento de células B y produccion de inmunoglobulinas, activacion de fagocito,
inflamacion y fiebre, hematopoyesis, aparte produce trombosis vascular y necrosis tumoral.

TRAPC-1 THROMBOSPONDIN RELATED ADHESION PROTEIN:
trombospondina relacionada con una proteina de adhesion

44



ANEXO I

PROTOCOLO SUGERIDO

DETECCION DE

Cryptosporidium parvum EN
DIFERENTES MUESTRAS

Seleccionar la muestra ( materia fecal 6 muestra de agua)
Muestra Fecal.

Es bueno realizar un examen en fresco o directo a toda muestra que nos llega, como
un gjercicio de rutina y tal vez al observarlo nos evite realizar mas técnicas con la posible al
identificacion del parasito con este paso.

Examen directo o en fresco

Nos permite la deteccion de trofozoitos o quistes de protozoarios, y huevos o larvas
de helmintos en buena cantidad.

Procedimiento:

Colocar 2mg de heces por separado en ambos extremos de una lamina portaobjetos.
Agregar una gota de solucion salina al 0.85% en uno, y una de solucion yodada de
D'Antoni o Lugol en el otro. Se homogenizan y colocan cubreobjetos o celofan recortado.
Si hay moco o sangre, separarlos y tefiirlos con azul de metileno de Loeffler para observar
leucocitos y/o identificar amibas. Si la muestra es liquida, tomar la alicuota con una pipeta
Pasteur. - Leer al microscopio (100x, 400x)

CONCENTRACION DE LA MUESTRA

Este paso puede realizarse por medio de las técnicas la de Ritchie que es de
sedimentacion o la de Ferreira que es de flotacion estas dos técnicas han demostrado su
eficacia al emplearse. Un método alternativo que también ha probado su eficacia es la
Sedimentacion espontanea en tubo.

Concentracion de Ferreira

Se emplean 5 gramos de materia fecal, el dispositivo de Ferreira y sulfato de Zinc
con densidad 1.192, fijar con calor y metanol para posteriormente realizar la Tincion de
Ziehl-Nielsen
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Técnica de Sedimentacion espontinea en tubo

Esta técnica, que detecta con alta sensibilidad diversos enteroparasitos, desde

amebas hasta huevos y larvas.

Procedimiento

Homogenizar 2-5g de heces con 10-20ml de solucion salina fisiologica.

Verter la mezcla en un tubo conico de centrifuga de 50ml de capacidad, filtrandola a
traves de gasa.

Completar el volumen del tubo con mas solucion salina y tapar el mismo,
herméticamente. Agitar y dejar reposar por 45 minutos como minimo.

Tomar con una pipeta dos alicuotas: una de la mitad del sedimento y otra del fondo
del tubo. Colocarlas en portaobjetos diferentes y a la alicuota del fondo agregarle
gotas de Lugol, luego cubrirlas con laminillas de celofan.

Observar al microscopio (100x, 400x) (4,5)

La aqui propuesta es la de Ritchie.

Concentracién de Ritchie 6 técnica de formol-eter,

Utilizado para concentrar huevos, quistes y larvas sin importar la densidad que estos

tenga, nos ayuda a eliminar bastante detritus organico con el éter y el formol nos ayuda a
mantener la integridad de las formas parasitarias ya que es un fijador.
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Material.

Reactivos.

Cloruro de sodio Q.P.
Formaldehido en solucion Q.P.
Eter etilico comercial

Soluciones.

Solucioén salina isotonica
Solucion de formaldehido al 10%

Formaldehido 10mL

Agua destilada 90mL
Se colocan 10 mL de Formaldehido en un probeta o matraz volumétrico y se completa a
100 mL con agua destilada.

Vidrieria.
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Embudos de vidrio de 5 cm de diametro
Vaso de precipitados de vidrio de 50 mL
Pipetas Pasteur con bulbo

Portaobjetos

Cubreobjetos

Tubos conicos para centrifuga de 15 mL

Aparatos.

Centrifugas con camisas para tubo de 13 x 100 mm
Microscopio compuesto

Otros.

Gasa cortada en cuadro de 15 cm de lado
Aplicadores de madera
Gradilla

PROCEDIMIENTO

1
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Colocar 1 a 2 gramos de material fecal con ayuda del aplicador de madera en el
vaso de precipitados y afiadir 10 mL de solucion salina, homogenizar con el
mismo aplicador.

Pasar la suspension a través de la gasa colocada en el embudo y recibir el
contenido en el tubo conico.

Se centrifuga durante 1 minuto a 2000 rpm.

Decantar el sobrenadante y se resuspende el sedimento con solucion salina,
volver a centrifugar y resuspender la veces que sean necesarias hasta obtener un
sobrenadante de color claro.

Al ultimo sedimento agregarle 10 ml de solucion de formaldehido, se mezcla y
se deja reposar 10 minutos.

Pasando este tiempo afiadir 5 mL de éter, se tapan los tubos con tapones de
caucho y se agitan enérgicamente durante 30 segundos.

En este paso podemos hacer una modificacion ya que la técnica habitual es de
centrifugar durante 2 minutos a 1500 rpm se puede realizar de 1500 a 2000rpm
por 10 minutos para con esto aumentar la sensibilidad es decir tener una mayor
concentracion del parasito. ‘

Después de centrifugar, se observan 4 capas; 1ra) Eter en la superficie; “da) un
tapon con restos fecales; 3ra) Formaldehido y 4ta) sedimento en el fondo del
tubo, conteniendo los elementos parasitarios.

Se introduce una pipeta Pasteur con cuidado de no mover mucho ni obtener
muestra de las tres primeras capas y extraer con cuidado una gota del sedimento
y colocarla en un portaobjetos.

10) Aplicar la tincion de Ziehl-Neelsen modificada
11) Observar al microscopio con aceite de inmersion a 100x.
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Muestreo y anilisis de agua.

Realizar el muestreo procediendo a recolectar muestras en cada sistema de
distribucion de agua en los lugares afectados o donde se desea comprobar la existencia de
este parasito. Esto incluye las fuentes de abastecimiento (nacientes, pozos, rios), los tanques
de almacenamiento y las redes de distribucion; en estas ultimas debera recolectarse un
minimo de tres muestras de agua. En cada fuente de abastecimiento se recolecta un galon
de agua; en los tanques de almacenamiento y la red de distribucion se recolecta un minimo
de un litro de agua; se debe recoger la muestra en frascos estériles y se transportan en
hieleras aproximadamente a 4°C.

Procesamiento de las muestras de agua.

1) Filtrar la muestra de agua a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.45u y
47 mm de diametro

2) Si se desea el enriquecimiento se puede utilizar agua peptonada pH 7.2 en
Erlenmeyer de 500ml estériles. Cada membrana se coloca en este medio y se
incuba por 18 - 24 horas a 37°C

3) Si solo se requiere el analisis se proceder a lavar esta membranas con la menor
cantidad de solucion salina isotonica dentro de un tubo de ensaye, esto con el
fin de desprender de la membrana los ooquistes que se quedaron atrapados en
ella

4) Colectar los lavados y centrifugarlos durante 2 minutos a 2000 rpm, tomar una
muestrea del sedimento y colocarla en un portaobjetos

5) La fijacion de las muestras puede realizarse con formalina al 10% o pueden ser
fijadas al calor y con metanol

6) Realizar la Tincion de Ziehl-Neelsen modificada

7) Observar al microscopio con aceite de inmersion a 100x

TINCION DE ZIEHL-NEELSEN MODIFICADA

Se realiza un frotis de heces fijadas con metanol, tefiidas con carbol fucsina al 1%
por tres minutos, posteriormente se decolora con acido sulfiirico al 10% y contratada con
verde brillante al 1% durante 30 segundos, la observacion al microscopio se realiza con
aceite de inmersion a 100x.

Reactivos: fucsina basica fenicada - solucion de acido-alcohol (3% de HCI en etanol de
95%)azul de metileno.

Método:

1) Extender la muestra y desecar con ayuda de un encendedor y pases suaves
2) Fijar con alcohol metilico y enfriar

3) Agregar Fucsina durante 5 minutos en caliente

4) Decolorar hasta desaparicion del color con acido-alcohol

5) Lavar con agua

6) Aplicar el Azul de metileno durante 1 minuto
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7) Lavar con agua
8) Dejar secar a temperatura ambiente
9) Observar al microscopio con aceite de inmersion al 100x

NOTA: ya que esta tincion se basa en la caracteristica de los parisitos de ser
dcido-alcohol resistentes se puede tratar la muestra fecal con agua oxigenada a una
concentracion final de 5 volumenes durante 10 minutos, lo que provoca que todos ,los
ooquistes sean Acido alcohol resistentes y por tanto se incremente mas la sensibilidad
de las tinciones.

RESULTADOS
Se considera positivo si se observa cuando menos un quiste ooquiste claramente.

También es bueno que se sigan estos pasos cuando se realiza una toma de muestra de
agua por si es positiva la deteccion poder informar a la autoridades correspondientes del
lugar y la zona de la cual procede la muestra:

DESCRIPCION DEL SITIO

«  Nombre del sitio

«  Ubicaci6n del sitio

. Distancia entre el lugar de la muestra y la residencia mas cercana

« Tipo de sitio (origen de los desechos, rellenos sanitarios, represas
superficiales, vertederos)

PREOCUPACIONES DE LA COMUNIDAD

» Registro de quejas del publico relacionadas con el sitio, el medio ambiente y la
salud

» Preocupaciones por la salud y de otro tipo identificadas durante las reuniones
comunitarias

+ Registro de acciones llevadas a cabo por el estado o la unidad de salud del
municipio en o cerca del sitio, como respuesta a los aspectos de salud,
preocupaciones 0 quejas

DATOS SOBRE EFECTOS EN LA SALUD
« Registros y estudios sobre salud comunitaria que puedan haberse realizado en la
comunidad
» Identidad y fuente de bases de datos sobre efectos en salud pertinentes

INFORMACION DEMOGRAFICA

+ Poblacion cercana potencialmente afectada por el sitio
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« Indicadores de poblaciones sensibles en la vecindad del sitio (escuelas, guarderias,
hospitales, asilos)

« Edad y sexo

« Numero aproximado de personas que utilizan agua de pozo para beber si procede de
uno la muestra

o Clasificaciones de arroyos y usos del agua corriente hacia abajo del sitio
Agricultura, acuacultura, ganaderia caza, pesca cerca del sitio

« Resumen de los datos de monitoreo en todos los medios ambientales, incluyendo
informacion pasada y presente

ASEGURAMIENTO Y CONTROL DE LA CALIDAD
» Informacion de laboratorio sobre colecta, transporte, almacenamiento y analisis de
la muestra (uso de estandares certificados, blancos, calibracion del equipo, de los

porcentajes de recuperacion y del método seleccionado)

INFORMACION SOBRE RUTAS AMBIENTALES

Agua Subterrinea o Profunda

« Mapa de contornos de la tabla de agua y de pozos de monitoreo si los
hubiere

Agua Superficial
¢ Mapa de inundaciones (de un siglo)
» Datos del muestreo y descripcion del muestreo incluyendo tabla de

resumen

Por iltimo para un mejor resultado y exactitud de la identificacion de C.parvum
puede utilizar algun protocolo que emplee la PCR como método primordial.
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Cryptosporidium,Tincion de kinyoun  Cryptosporidiumcon 4 esporozitos T.kinyoun
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Cryptosporidium parvum

Qocistos de Cryptosporidium parvum teiiidos de rojo brillante o piirpura, como se ve en
esta preparacion, Tincion 4cido alcohol.

4 ol

Ooquiste de C.parvum. T. acido alcohol g Trofozoitos de C.parvum.1000x
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Micrografia electronica que muestra etapas severas de Cryptosporidium (dos estan macardos
con asterisco) en el epitelio intestinal de una oveia

& Ly

Micrografia electrénica de barrido muestra a Cryptosporidium habitanto el trato intestinal.
Muestra de un tejido animal
(foto obtenida de : Gardiner ef al., 1988, An Atlas of Protozon Parasites in Animal Tissues,
USDA Agriculture Handbook No. 651.)
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Micrografia electronica muestra un meronte roto con merozoitos adentro. Muestra de tejido
animal.
(foto obtenida de : Gardiner et al., 1988, An Atlas of Protozon Parasites in Animal Tissues,
USDA Agriculture Handbook No. 651.)

Biopsia de la traquea de un pavo con numerosos Cryptosporidium. Tincion Kinyoun
(foto obtenida de: Gardiner ef al., 1988, An Atlas of Protozoan Parasites in Animal Tissues,
USDA Agriculture Handbook No. 651.)
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