£ro127

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUADALAJARA @

INCORPORADA A LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 2\%

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

S\OﬂOMA O

Q
g R
¢ & TMLE T% CRIGEN
K S
7 %)
Mm«p

BUSQUEDA DE OOCISTOS DE CRYPTOSPORIDIUM EN HECES
HUMANAS Y DE BECERROS 'CON SIGNOS Y SINTOMAS
GASTROINTESTINALES Y SU CORRELACION
EPIDEMIOLOGICA

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A
LUCIA LIRA HERRERA
Asesor : Q.F.B. Rosa Ma. Mufioz Sauceda
GUADALAJ/ A, JAL, 1990




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE
PAgs.
CAPITULO X INTRODUCCION svveassaaasoanaassasssvasnaes 1

CAPITULO II GENERALIDADES ¢ cvesssaoaasaaossasssssssassa 3
a).- Esquema taxondmicCO.e.caeesssacaaacene b

b).- Caracter{sticas genéricas y
especlficas,,....eiuserearaanrranannse 7

CAPITULO IIL ANTECEDENTES. coeasvvoessosasccsvasnsesncscs 9
CAPITULO 1V HISTORIA.vsvsvasasosnasnssoavesccsosanacansll

4.1 Ciclo de vida y resistencia,,,...ceeeol3
Epidemiologfa, . . ... vesteeneanssocesaslB

F S

.2

<3 Inmunidad,, . . ..iiivenernnanearsnones 21
.4 Patogenia y curso clinico de

la enfermedad...civaaravnereoveveconss 22

4.5 Métodos de diagnG8ticCO .. vesconssvanss 29

4.6 Diagndstico diferencial..evvecesessese 33

4,7 TratamientOssececsccaesescssscscvases 34

v 4.8 ProfilaxiS ceavecrasnssrsevaasnssncesees 35

CAPITULO V MATERIAL Y METODOS.:tescvansvesonasvocnaneelb
5.1 Metodologfa
5.2 Descripcién de la metodologfa.ceecees 37
5.3 Criterios de seleccibn de pa-

cientes

5.4 Metodologfa del MUEStre0 ,...ccoveacee 38
5.5 Material y reactivoB,,,ececevsvsessece 39
5.6 MEtOdOS .., sveencccsacarsscascenssnes 40

CAPITULO v! RESULTADOS.IIIQQ.’.ll.l.....l‘.lllll‘l.l. ‘3
CAPITULO VII CONCLUSIONES Y DISCUSION:scseescssncssssoe 49

CAPITULO VIII BIBLIOGRAFIA.,,ccoesvesanssssscssnssososs 52



CAPITULO I

INTRODUCCION



I.~-INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias ocupan un lugar muy im
portante sobre todo cuando constituyen un problema de salud
pliblica presenténdosé gencralmente en pafses con deficiente
desarrollo socioecondmico, causando morbilidad y mortalidad
significativas en el mundo y particularmente en pafses con-
clima tropical y subtropical (l1,22).

La importancia del presente estudio radica en que --
Cryptosporidium estd adguiriendo cada vez mds interés -debi-

do al papel gue presenta como agente etioldgico de diarreas,
por su lmportancia dado su cardcter oportunista (18) en per
sonas inmunodeprimidas (13), por el desequilibrio electrolf
tico que causa en personas con diarrea persistente, todo es
to aunado a la resistenclia gque presenta a diferentes antipa
rasitarios y antisépticos de mayor uso hospitalario,

En México los pocos casos de Criptosporidiosis que -
.han sido reportados se debe a la poca informacidn y a la --
falta de concientizacién en el Sector Salud para su diagnés
tico clinico y/o parasitoldgico,

Esta enfermedad sdlo habf{a sido reportada en anima--
les pero no en el hombre por tanto su mayor importancia era
desde el punto de vista veterinario (23) de all{, que este-
estudio tenga como objetivo la blisqueda de oocistos en nues
tro medio en una poblacidn humana (personas gue presenten -
algin factor predisponente, cuadro clinico de diarrea o sin
sintomas y signos gastrointestinales) y en becerros que pre
senten o no cuadro clinico de gastroenteritis, En esta in--
vestigacidn los becerros son motivo de estudio ya que son -
la fuente de infeccidén mis importante para el hombre.

Cryptosporidium parece ser un patdégeno que primor---

dialmente afecta animales jévenes y nifios normales e indivi



duos inmunocomprometidos (8), ha sido estudiado intensiva-~
mente desde 1971 como una causa de enfermedad en animales-
y particularmente de ganado (20), as{ mismo Cryptospori---
dium sp ha sido identificado como agente causal de infec--
cién gastrointestinal en el hombre y puede ser mis preva--
lente o similar que Pneumocystis carini (40),

La enfermedad puede ser diagnosticada por la demos-
tracién de ooquistes en preparaciones especiales de mues--
tras fecales (23).

El sitio m&s comiin de encontrar a Cryptosporidium -
es el tracto intastinal pero en personas con deficiencias-
inmunoldgicas se le ha encontrado en faringe, eséfago, es-

témago, duodeno, yeyuno, {leon, apéndice, colon y recto --
(27), en casos recientes de infecciones biliares (42) y ex
pectoracidn (1,25).

Las formas parasitarias en materia fecal pueden ob-
tenerse llevando a cabo el método de Ritchie y la identifj
cacién se realiza por medio de tinciones como la de Kin --
youn modificada, el parfsito con ésta técnica se tifie de -
rojo a diferencia de las levaduras gue se tiflen de azul --
verde (23).



CAPITULO I1I

GENERALIDADES



II.-GENERALIDADES

El género Cryptosporidium es un pequeiio protozoario
que pertenece al Phylum Apicomplexa, Orden Eucoccidiida,--

Suborden Eimeriina, Familia Cryptosporiidae (3,25,31), con
11 especies,

Se encuentra en todo el mundo y puede infectar mam{
feros, aves, reptiles incluyendo animales domésticos (3, -
23, 39),

Es un coccideo parisito que ha estado implicado en-
entfermedad intestinal primeramente en pacientes inmunosu--
primidos (13,14) y de gran importancia econSmica en anima-
les domésticos (34).

Fue descrito en 1907 por Tyzer quien lo observd en-
la mucosa gdstrica de ratones asintomiticos y especies co-
nocidas se han identificado en cobayos, conejos, perros, -
pollos, mono rhesus, borregosa, corderos y serpientes (15),
el pardsito ha sido identificado en otras especies anima--
les como terneras, gatos, potrillos, venados, gansos, peri
cos y faisanes (2,15), reportindose en la literatura no ha
bérsele encontrado a Cryptosporidium huésped definitivo co
mo ocurre en otras coccf{dias (25).

En humanos se le ha asociado como oportunista en --
personas con deficiencias inmunolégicas y nutricionales.--
El primer caso de Criptosporidiosis humana fue informado -

por el Dr. Jhon H. Yardley en 1976 (18). En México el pri-.

mer caso de infeccidn intestinal por Cryptosporidium fue -
reportado por Barriga y col, en 1985 y fue publicado en la
Revista de la Asociacifn de Infectolog{a.,

Cryptosporidium es un protozoario extracitoplasmiti
co e intracelular (39) mide de 2-6 um, el pardsito habita-
el borde de las microvellosidades del epitelio intestinal-
de animales incluyendo el hombre (2,13,25).




Oras coccfdias relacionadas taxonbémicamente que in-
fectan al hombre, incluyen Isospora beli y Toxoplasma --~-
qondii (15,20,23), Cryptosporidium tiene un ciclo de vida-

ripido y carece de especificidad de huésped (25,39).

Cryptosporidium tiene caracter{sticas entre las coc

cf{dias que infectan vertebrados de sangre caliente, ya que
durante diferentes estad{os de desarrollo invade solamente
el borde de las microvellosidades de las células epitelia-
les (14) y es considerablemente mis pequefio que Isospora -
hominis e Isospora beli, de guien es ficilmete diferencia-
ble (2, 15,25).

Cryptosporidium es el nuevo protozoario coccidial -
que causa diarrea intratable, fatal en individuos inmuno--
comprometidos, pero enteritidis autolimitada en huéspedes-

normales, éste paridsito es bien conocido para los veterina
rios ya que causa diarrea y neumonia, asf{ como infeccién -
‘generalizada en animales de granja (25) y es patégeno para
muchos animales jdvenes que generalmente son afectados por
otras coccidias (15).

La evidencia de que Cryptosporidium es un patdgeno-

y no meramente un comensal en el hombre viene de; estudios
histoldégicos en pacientes inmunodeficientes; la ocurrencia
de ataques en personas en contacto directo con ganado in--
fectado (20),

Los rasgos de la infeccidén criptosporidial que ha--
cen diffcil el reconocimiento son que los ooquistes son pe
quefios (didmetro de 4 um) y son excretados en pequeiias can
tidades, Cryptosporidium ha estado asociado con diarrea en

varias especies de mam{feros. Los ataques han sido observa
dos mds cominmente entre becerros pero hay reportes de ocu

rrencia similar entre ovejas y humanos (39).



Produce diarrea en humanos, becerros, cabras inmuno
competentes, todos son fuente de infeccidén as{ como anima--
les de compaiifa (24),

La principal via de tranamisidn es la oral-fecal (2,
13,14), ya sea por contacto directo (conductas sexuales abe
rrantes) o indirecto mediante agua, alimentos, fomites y o-
tras superficieg contaminadas con materia fecal (2,14,15,--
20), animales de laboratorio han sido implicados en algunas
instancias, otra fuente son las personas infectadas que han
viajado reciente y extensivamente a los lugares endémicos,
El contacto con personas infectadas particularmente de la -
misma familia, trabajadores de la salud son otras fuentes -
de infeccidn comiin., Importantes reservorios de infeccién --
pueden ser las personas que siguen excretando ococistos des-
pués que los sintomas clinicos han desaparecido o los porta
dores asintomiticos (12).

Los huéspedes vierten ooquistes infectivos en las -
heces, estos proliferan asexualmente en el nuevo huésped y-
el pardsito ataca por s{ mismo las microvellosidades de los
enterocitos (23).

La dosis infectiva puede ser pequeiia y ha sido cal-
culada en menos de 1,000 oocistos por un investigador (12).



a).- ESQUEMATAXONOMICO

({Segin Arredondo G. J. Luis y Fayer R, (3,12)).

PHYLUM
ProtoToa
SUBPHYLUM SUBPHYLUM SUBPHYLUM
Sarcomastigophora Apigomplexa Ciliophora

Clase Sporozoa

Subclasé Coccidia

v
Orden Eucoccidiida

Suborden Eimetiina_

Familia Cryptosporiidae

Género Cryptosporidium




b).- Caracter{sticas genéricas y espec{ficas.

siendo Cryptosporidium igual que la mayorfa de las

coccidias, un pardasito polimérfico presentindose en la bipo
logla del mismo las siguientes estructuras: trofozoftos,--
merozofitos, esquizontes, gametos y oocistos (6), para los-
fines de este estudio conviene sefialar aquellas estructu--
ras con las que el microbiSlogo clinico debe estar familia
rizado para su diagndstico parasitoldgico.

Cryptosporidium es un pequeiio protozoario de la --

clase Sporozoa (4) que mide de 2-6 micras aunque su didme-
tro puede variar de 3 a 5 micras, y habitar la regién mi--
crovellosa del epitelio mucoso de variedad de animales y -
61 humano, semeja a las levaduras en tamafio y morfologia -
(25), son ovales y limos, unos pueden estar sin teiiir y o-
tros son piirpura rojizos con 2 vacuolas grandes y uno o --
dos puntos entre la vacuola y la membrana celular (41). Se
han observado dos tipos de oocistos: el liso que se tifie -
de rosa y el granular de rojo (25).

Los oocistos de Cryptosporidium en frotis fecales-

teiiidos con el método de Ziehl-Neelsen modificado aparecen
como cuerpos redondos densamente tefiidos de rojo sobre fon
do verde, es discernible una pared gruesa y varias estruc-
turas internas, mids de cuatro esporozof{tos, un punto excég
trico y vacuola (23). Se acepta como ooquistes sdlo obje--
tos de tamafio apropiado (3-4 um) con morfolog{a caracteris
tica, paredes gruesas con puntos excéntricos (remanentes -
de cigotos) y vacuolas frecuentemente discernibles (23).



Las especies de Cryptosporidium es el mismo proto-
tozoario coccidial que causa diarrea intratable fatal en -
individuos inmunocomprometidos pero enteritidis autolimita
da en huéspedes normales. En las especies de esta familia-
(Cryptosporiidae) los oocistos tienen una pared gruesa ---
(25) y los merozoftos se encuentran libres en su cavidad,-
de manera que no se forman esporas. Los esquizontes sdlo -

forman ocho merozoftos (15).

Upton y Current concluyen que sdlo 2 especies de -
Cryptosporidium infectan a los mamiferos: C. muris y C. -~

parvum son validas (12),

1.- Cryptosporidium muriss (12)

Esta especie descrita por Tyzer (13907) es pe--
quena y sc localiza sobre la capa cuticular del epitelio -~
de los vellos del intestino delgado del ratén, El trofozof
to se encuentra tan firmemente adherido a las células del-

huésped que se proyecta o se insindGa en su interior. El es
guizonte tiene 5 micras de didmetro y el gametocito macho-
3 micras. Los cocistos miden aproximadamente 36lo 4 por 3-

micras,

2.- Cryptosporidium vulpis: (12)
Esta especle fue descrita por Wetzel (1938) en
el zorro. Sus ococistos miden de 13 a 15 micras por 8 a 9 -

micras,
3.~ Cryptosporidium parvum: (12)

Se le encuentra en el conejo, aves y ganado va
cuno, los gametocitos miden 3 micras y los esquizontes 5 -
micras, es la especie gue se ha encontrado en pacientes --
con SIDA,

4,- Cryptosporidium baileyi:s (12)
Fue descrito por Current, Upton y Haynes en --

1986 en pollos y pajaros.
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I11I.- ANTECEDENTES

En la actualidad se conocen un poco mas de 150 zoo-
nosis, las cuales forman un grupo heterogéneo de infeccio-
nes (13,14,19,23,25), muchas son complejas en su patogéne-
sis y epidemiologfa, otras son las consideradas como comu-
nes, tal es el caso de la brucelosis, tuberculosis, leish-
maniasis, a la lista anterior se han agregado por lo menos
tres mas: enfermedad de Lyme, criptosporidiosis y babesio-
sis humana (3).

La criptosporidiosis es una enfermedad que inicial-
mente se descubrid en animales domésticos, posteriormente-
en ganado vacuno y los primeros informes de infeccidn en -
humanos se descubricron entre manejadores de ganadoj lo ~-
cual sugiere que la enfermedad estd dentro del grupo ante-
riormente mencionado. Esta hipbtesis estd apoyada por expe
rimentos que demuestran la transmisién de Cryptosporidium-

de humanos a algunas especies de animales (15).

Anjus ha revisado los aspectos mias generales veteri
narios y humanos del parisito (7).

La criptosporidiosis ha llegado a ser de gran inte-
rés desde el primer caso reportado en 1976 (18) debido al-
comportamiento oportunista del parisito en pacientes con -
sindrome de inmunodeficiencia adquirida y otros individuos
comprometidos inmunoldégicamente (14), sin embargo, poco se
conoce de la criptosporidiosis en pafses en desarrollo ---
(18).

La infeccidn extraintestinal estd bien documentada-
en animales pero raramente reportada en humanos (1), Hasta
recientemente la criptosporidiosis fue considerada como u-
na infeccidén en animales y en humanos se pensd que era el-
resultado de un patdgeno oportunista poco conocido fuera -
de sus huéspedes normales (25). En la actualidad este con-~
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cepto ha cambiado considerdndosele importante causante de-
gastroenteritis y diarrea en varias especies animales, es-
pecialmente becerros, cordercs y humanos (25), sobre todo-
en individuos que est&n en contacto con animales infecta--
dos (3).

Los becerros y otros animales de compafifa sirven co
mo fuentes potenciales de infeccifén en humanos y por lo --
tanto Cryptosporidium puede ser una causa de gastroenteri-
tis en personas que han estado en contacto con animales in
fectados.

En las ciudades los perros, gatos y roedores estén-
implicados como huéspedes reservorios debido a que pueden-
infectarse con heces de humanos enfermos (25).

El conocimiento clinico y epidemiolégico acerca de-
criptosporidiosis se han incrementado proporcionalmente --
con el aumento de casos informados, se conoce el ciclo de-~
vida del par&sito, su posible mecanismo de transmisibén y -
las caracterf{sticas clinicas y parasitarias de la enferme-
dad (31).

La transmisién directa persona-persona también es -
altamente probable y puede presentarse a través del contag
to directo o indirecto con heces contaminadas (3,14,25).

Recientemente se ha obtenido evidencia serolégica - -
de la transmisién de la enfermedad en pacientes con SIDA Y
Criptosporidiosis prolongada al personal hospitalario (da-
to no publicado) as{ Cryptosporidium puede ser un agente -
de diarrea nosocomial (25).
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IV,-HISTORIA

Cryptosporidium fue descrito por primera vez en 1907
por Tyzzer quien lo observé en la mucosa gastrica de rato--
nes asintom&ticos (2) dindole el nombre de C. muris pero no
suministrd caracter{sticas para un nuevo género hasta 1910-
(12).

La entidad clfnica fue relacionada por primera vez -
con criptosporidiosis en 1955 al estudiar pavos con diarrea
grave infectados con Cryptosporidium (15). Slavin en el mis

mo afio informd la presencia de diarrea grave en perros in--
fectados con este protozoario y a partir de entonces numero
sos estudios se han hecho especialmente en animales.

Ha sido estudiado intensivamente desde 1971 como una
causa de enfermedad en animales y particularmente de ganado
(20).

La criptosporidiosis ha llegado a ser de gran inte--
rés desde el primer caso reportado en 1976 por el Dr. Jhon-
H. Yardley (15), cuando se detectaron ooquistes de Cryptos-
poridium en una muestra de biopsia rectal en una niiia de 13-
afios con severa enterocolitis autolimitada (20).

Estudios subsecuentes estaban enfocados a enfermedad
en pacientes inmunolégicamente deficientes, especialmente -
en aquellos con el s{ndrome de inmunodeficiencia adquirida-
en los cuales Cryptosporidium causa diarrea severa crénica-
(20),

Desde 1976 y hasta 1982 s81o 7 casos habfan sido pu-
blicados. Durante 1982 y principio de 1983 el nimero infor-
mado de pacientes se incrementd considerablemente (2,4,15).
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En humanos las infecciones causadas por Cryptospori
dium han sido descritas dentro de la década pasada, a prin
cipios de los B0's la aparicidn del SIDA en los Estados --
Unidos atrajo la atencidn de la asociacidn de Cryptospori-
dium con enfermedades diarreicas cuando 21 pacientes con -
SIDA y criptosporidiosis fueron reportados al Centro de En
fermedades (12).

En México el primer caso de criptosporidiosis publi
cado, el cual se encontrd asociado al SIDA lo realizé Ba--
rriga y col., mismo que fue publicado en la Revista de la A
soclacidn Mexicana de Infectologfa (4).
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4.1.- Ciclo de vidas

Cryptosporidium es un pardsito monoxeno por lo gue s§

10 necesita un huésped para llevar a cabo su ciclo de vida-
(2). Parece seguir el patrén descrito para otras cocc{dias-
del género Eimeria, entre otras al de Toxoplasma gondii (15

17,25) que contienen cuatro esporozoftos.
Ha sido investigado en cricetos, terneras y membrana-
corjoalantoidea del embridén de pollo (15),

Los ooquistes esporulados (maduros y altamente infec-
tivos se encuentran el el contenido intestinal de animales-
¥y humanos, lo que a diferencia de otras coccidias, estén --
listas para infectar otro huésped ya que no requieren madu-
rar en el ambiente antes de ser infectantes (14,15,31),

Los esporozo{tos del ooquistes son liberados por meca
nismos desconocidos, pero parece que el desenquistamiento--
se favorece por la digestidn de la pared quistica en el con
ducto gastrointestinal del nuevo huésped. Los esporozoi{tos-
liberados infectan células epiteliales del intestino delga-
do para transformarse en trofozoftos (2).

El trofozofto forma una unidn electrodensa en la in--
terfase con la célula del huésped y el citoplasma del trofo -
zofto es rodeado por cuatro membranas distintas. El origen-
de estas membranas no se ha establecido pero las Gltimas e-
videncias indican gue las membranas m&s externas son origi-
nadas por el huésped (si la membrana la origina el huésped-
1la localizacién del trofozof{to es intracelular pero extraci
toplasmitica) (15).

Sus etapas de desarrollo no ocurren dentro del cito--
plasma de las células ni debajo de las capas epiteliales (2),
8ino que estién confinadas a una zona intracelular (27) por-
que cada etapa sa lleva a cabo dentro de una vacuola parasi-
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tofora (14), extracitoplasmiatica porque la vacuola conte--
niendo el parasito se encuentra en la superficie microve--
llosa de la célula huésped (25) y son observadas por mi---

croscopla electrdnica (22).

Generalmente el desarrollo ocurre en el epitelio --
gastrointestinal pero en aves puede ocurrir en el epitelioc
de la trdquea (2,15).

Este ciclo de vida difiere de los publicados ante--
riormente en que los merontes (esquizontes) son considera-
dos como tipos (12) en vez de generaciones y en el cual se
consideran dos tipos de ooquistes,

El Tipo I de esquizontes con 6 U 8 merozoftos Tipo-
I son liberados y salen de las células hospedadoras, vol--
viendo a penetrar a otras células produciendo nuevamente -
esquizontes Tipo I, ademas de esquizontes Tipo II con 4 me
rozoftos.,

Los esquizontes tipo I vuelven a reciclar y los es-
quizontes Tipo II continidan el ciclo hasta producir ooquis
tes de pared gruesa y ocoquistes de pared delgada (25).

Aproximadamente el 80% de los ocoquistes son de pa--
red gruesa que pasan por el intestino intactos y transmi--
ten la infeccidn a un huésped susceptible via contamina---
cién fecal-oral,

El 20% restante de los ooquistes son de pared delga
da, sufren esporcgonia dentro de la célula hospedadora li-
berando esporozoftos dentro del intestino, reiniciando el~
ciclo biolégico (25).
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El ciclo de vida puede ser dividido en 6 fases de -
desarrollo:

18 Fase: Exquistacidn

28 " ; Merogonia

38 " ; Gametogonia

48 " ; Fertilizacién

S8 " ; Formacifén de la pared del ococisto
68 " : Esporogonia

a).- Ooquistes esporulados con 4 esporozoitos en he
ces fecales.

b).~- Rompimiento del ocoquiste en el intestino del -
hospederc susceptible,

c).- Trofozofto libre en el intestino

d).- Esquizonte tipo I con 6 G 8 merozoftos tipo I.

e).~ Los merozof{tos tipo I se reciclan formando es-
quizontes tipo I nuevamente.

f).- Esquizonte Tipo II con 4 merozoftos

g).- Microgametocitos (machos) fecundan a macrogame
tocitos (hembras) dando origen a los gametos.

h).- Los microgametocitos efectiian divisiones nu---
cleares y forman aproximadamente 12-16 microgametos, los-
macrogametocitos presentan pequeilas modificaciones y se -
convierten en macrogametos.

t).- Un microgameto se une con un macrogameto for-
mando el cigoto y este se desarrolla hasta formar un oco--
quiste.

3).- E1 80% de los ooguistes formados por los cigo- '
tos, tienen pared gruesa.

k).- Sufren esporogonia dentro del huésped y son e-
liminados por las heces fecales,

1).- E1l 20% de los oocquistes tienen pared delgada,-
sufren esporogonia dentro de la célula huésped liberando-
esporozoftos dentro del intéstino.

m).- Se tnicia el ciclo endSgeno. (15).
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Resistenciag

Estos organismos son resistentes a algunos de los de-
sinfectantes usualmente utilizados en hospitales y laborato
rios (14).

Los ooquistes son susceptibles y pierden su infectivi
dad con amoniaco al 5%, formalina al 108, en solucién sali-
na, congelacién, desecacién y exposicién a temperatura arri
ba de 65°C X 30' o con cloro comercial al 508 (dato no pu--
blicado)(14,23,25).

R Algunos de los equipos para la recoleccién de heces -
proponen viales de dicromato de potasio al 2,5V pero se sa

be que los ocoquistes permanecen viables en esta solucién --’

por alglin tiempo, asf{ como sobrevivir a algunos procesos de
pasteurizacibn,



18
4,2,- Epidemiologf{a:

El conocimiento sobre la epidemiologfa de Cryptospo-
ridium es limitado, particularmente su potencial como par§
sito {patégeno humano) ha sido apenas reconocido reciente-
mente (14,25). Aungque en la actualidad se han hecho estu--
dios sobre este protozoario en pacientes inmunocomprometi-
dos y se ha reportado informacién sobre el ciclo de vida,-
la patogenicidad de Cryptosporidium y sobre la epidemiolo-

gfa de criptosporidiosis poco se conoce en pa{ses en desa-
rrollo (15},

Las infecciones en humanos por Cryptosporidium han--
sido descritas en todos los continentes, pafses desarrolla

dos y en vias de desarrollo, Aareas urbanas y rurales. En--
encuestas a gran escala han examinado generalmente mues---
tras de heces tomadas en una poblacidn seleccionada de a--
dultos o nifios con diarrea u otros problemas gastrointesti
nales los cuales buscan atenciéon médica, aquellos que son-
internados o muestras de heces llevadas a un laboratorio--

particular (12).

En muchas dreas Cryptosporidium esti emtre los 3 & 4

patdgenos principales identificados y parece haber diferen
clas en las estaciones en las cuales las infecciones se --
presentan ya que ocurren mis durante los meses mds calien-
tes y himedos.

El rango de edades para Cryptosporidium es de 3 dfas

de nacido (parto vaginal de una madre infectada con Cryp--
tosporidium) a 95 afios de edad,

Los nifios son los mas susceptibles, aquellos menores
de 2 anos de edad presentan mayor prevalencia.

Basados en una encuesta a gran escala se report$ la-
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distribucién por sexo, masculino y femenino y parecen ser-
igualmente susceptibles (M=149 , Fe160) (12), en pacientes
inmunocompetentes no hay predominio de la enfermedad en al
algin sexo, sin embargo en pacientes inmunocomprometidos -
se observa un predominio del género masculino y puede ori-
ginarse por transmisién persona-persona (2,15),

La proporcién de cuadros diarreicos ocasionados por
este pardsito es desconocida; tal vez a semejanza de lo a-
contecido con otros enteropatégenos tales como Campylobac-
ter, Rotavirus, Yersinia, se tenga en un futuro alguna evi
dencia epidemiolSgica de su frecuencia como productor de -
diarrea (3).

Existen pocos estudios acerca de la prevalencia de-
Cryptosporidium en animales. Sin embargo estudios realiza-
dos en carneros demuestran que la infeccidn puede ser co--
min en estos animales; por otro lado se observa gue la in-
feccidén es rara en animales adultos; lo gue sugiere gque --
probablemente se adquiere inmunidad al contacto con el or-
ganismo (2,15).

Se desconoce la prevalencia de criptosporidiosis hu
mana en muchos pafses, a excepcién de Australia donde se -
han hecho estudios sobre la prevalencia de la infeccién en
hospitalizados con gastroenteritis, indicando que este pro
tozoario puede ser una causa comin de diarrea (14).

La importancia epidemiol8gica de portadores asinto-~
maticos se desconocej sin embargo un estudio realizado en-
Australia sugiere gue es comiin encontrar portadores asinto
miticos en la poblacidén general sin exclufr la posibilidad
de encontrar portadores asintométicos entre homosexuales o
pacientes con SIDA (15,25).
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La frecuencia decreciente de criptosporidiosis con el
aumento de la edad podrfa indicar la induccién de inmunidad

y/o un modo diferente de transmisidén (18),

El perfodo de incubacién de la criptosporidiosis en a
nimales recién nacidos varfa de 2 a 10 dfas aunque se ha ob
servado gue en animales este perfodo se prolonga (25).

Un dato muy importante que llevard a investigaciones-
epldemioldgicas es que los pacientes excretan ooquistes du-~
rante el doble de tiempo de la duracién de la diarrea (10).

——
_—
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4.3.- Inmunidad:

Las respuestas de inmunoglobulina M (IgM) e I9G han-
sldo encontradas en inmunocompetentes e inmunosuprimidos--
por la técnica de inmunofluorescencia y ELISA, No se cono-
ce si estas ofrecen proteccidn.({2)

En pacientes inmunolégicamente sanos hay un aumento-
temprano y una cafda de IgM y una elevacién tardfa (dentro
de 6 semanas) de 19G; la respuesta I9G puede desaparecer -
dentro de unos pocos meses despuds de la infeccifn o puede
persistir significando contacto continuo o infeccién no de
tectada, (12)

Algunocs pacientes con SIDA produjeron IgM y todos -~
produjeron 19G la cual se mantuvo elsvada a través del cur
80 de 1a enfermedad.(12)

En estudios serolfgicos m&s de 508 de las personas -
no identificadas como infectadas pueden demostrar IgG espe
c{fica, sugiriendo que la enfermedad en la vida es comin -
(12),

Campbell y Current mediante IFI encontraron anticuer
pos en suero de individuos normales recuperados de criptos
poridiosis., Los t{tulos observados fueron altos (13140 a --
1:1560) y permanecieron elevados durante un afic (1140 a --
1:1640)(15).

En pacientes con SIDA y criptosporidiosis persisten-
te, algunos tenfan tftulos de anticuerpos poco elevados --
(1140 a 11640) y no persistfan (15).
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4,4,- Patogenia y curso clinico de la enfermedad:

Patogenia:

Establecer que un organismo es patdgeno usualmente in
volucra que la proporcidn de pacientes con el organismo y -
con diarrea significativamente excede la proporcién de suje
tos con el organismo y sin diarrea (17).

La ausencia de alteraciones significativas a la mi---
croscopfa de luz de la arquitectura en la muestra de biop--
sia sugiere que otros factores tales como la elaboracién de
toxinas por los criptosporidios u otros organismos puede es
tar involucrada en la patogénesis de la diarrea (22).

En el huésped inmunodeficiente es posible que Cryptos
poridium pueda permanecer durante varios meses de manera a-
sintomidtica o ser causa de diarrea crdnica; debido a gue --
presenta miltiples ciclos de esquizogonia, esto es con la--
presencia de esporozoftos u cocistos viables se puede reinji
ciar la eaquizogonia de un nuevo ciclo vital del protozoa--
rio (2).

Patogenia en humanos:

Las lesiones intestinales que puede causar Cryptospo-
ridium puede variar desde una leve hasta una moderada atro
fia de las vellosidades, alargamiento de las criptas y una
moderada o escasa infiltracidén de la lamina propia (25).--
En el intestino delgado, Cryptosporidium se establece en -

las microvellosidades de las células cilfindricas de absor-
cidén mientras que en el intestino grueso se encuentran en-
el borde de las criptas.
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En diferentes biopsias de yeyuno con microscopfa de
luz se observd dafio en la mucosa intestinal, con acorta--
miento y pérdia’ de las vellosidades y alargamiento de -~
las criptas. Las células cilindricas gue recubren el epi-
telio intestinal aparecfan en forma cuboide y las microve
llosidades presentaron ruptura y acortamiento, En la 1ami
na propia se observd un incremento en el nimero de linfo-
citos, monocitos, polimorfonucleares, células plasmiticas
y eosinbfilos, encontrindose el mismo incremento en el e-
pitelio (12).

A 1o largo del epitelio intestinal aparecieron par-
tfculas redondas sugestivas de Cryptosporidium de 2 a 4 -
micrémetros de didmetro, adheridas a las microvellosida--~
des del epitelio.

Al microscopio electrdénico, fueron identificados es
tadfos de desarrollo de Cryptosporidium. Se encontraron -
trofozo{tos maduros, esquizontes, macrogametocitos y mi--
crogametocitos adheridos a las células de absorcidn del e
pitelio intestinal, rodeados por una membrana‘paralitéfo-
ra (14). No se observaron diferencias entre las dos mem--
branas, a excepcién del sitio de adhesifén entre la célula
huésped y el pardsito, donde se observa una banda densa.

En biopsia de duodeno, se describe con microscopio-
de luz un ligero acortamiento de las vellosidades y un a-
largamiento de las criptas. En la l4mina propia se incre-
mentS el nimero de células plasmiticas y una disminucibn-
de los polimorfonucleares. Se encontraron miltiples cuer-
pos redondos de 2 a 6 micrémetros de didmetro sobre las -
vellosidades de las células cilindricas del epitelio.

Se observaron trofozoftos y macrogametocitos por mi
croscop{a electrénica, peroc no se reportaron esquizontes-
ni microgametocitos. E1 sitio de adhesién entre el parési
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to y la célula huésped presentd una banda densa,

En biopsia practicada en recto, al microscopio de luz
se observd una proctitis inespec{fica, con incremento en el
niimero de células plasmiticas en la lamina propia y las cé-
lulas cilindricas se presentaron en forma cuboide. En los -
bordes de las criptas del epitelio, se observaron organis--
mos redondos densos de 2 a 4 micrémetros de didmetro por --
fuera del citoplasma., Pueden observarse trofozoftos, esqui-
zontes y oocistos,

Por microscopfa electrdnica se observaron estadfos ca
racter{sticos del género Cryptosporidium, Los organismos ‘es
taban adheridos a las células de absorcidn y los estadfos -

observados fueron trofozo{tos, esquizontes y macrogametoci-
tos. En la zona de adhesidn entre el parisito y la célula -
huésped se observd una banda densa originada por la célula--
huésped.

Patogenia en animales:

En huéspedes susceptibles de pocos dias de nacidos la
presencia de Cryptosporidium produce diarrea 'y un cambio en
la morfologfa celular, las células cilindricas se transfor-
man a células cuboides y hay una infiltracidn de neutrSfi--

los,

El dafio causado por las coccidias a sus huéspedes de-
penden de varios factores, Algunos de los mas importantes -
son el nimero de pardsitos presentes en un sitio en particu
lar, Depende del nimero de ooquistes esporulados ingeridos.

El grado de dafio causado a un huésped por las cocci—

dias puede ser proporcional al grado de destruccién de las-
cédlulas intestinales., Parece ser que hay una relacién entre
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el grado de patogenicidad de las especies y la profundidad
en donde penetra en la mucosa intestinal, intensidad de la
primoinfeccién, la frecuencia e igualmente la intensidad -
de las reinfecciones (34).

Curso clinico de la enfermedad:

a).~ Factores intr{nsecos y extr{nsecos que favore-
cen el desarrollo de esta patologfa (25).

1).- Terapia medicamentosa inmunosupresiva par
ticularmente corticosteroides

2).- Hipogamaglobulinemia congénita

3).~ Defectos de inmunidad mediada por células

4).- Pacientes con SIDA,

b).~- Manifestaciones clinicas en humanos:

El factor determinante de gravedad en humanos-
es su estado inmunitario. En pactentes con funcién inmuni-
taria normal es frecuente que se desarrolle infeccién asin
tomStica o de curacién esponténea, mientras en pacientes -
con funcién inmunitaria anormal se dasarrolla diarrea cré-
nica que en algunos casos continia hasta su muerte (2,3, -
15,31),

La criptosporidiosis en humanos se caracteriza
por diarrea acuosa profusa sin sangre (2), esta contiene -
algunas veces moco pero raramente leucocitos (12).
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Se ha observado que los pacientes inmunodeficientes
desarrollan un sfndrome coleriforme (2) con pérdida de --
grandes cantidades de liquidos que llegan comiinmente a ---
tres litros al dfa o mds y la diarrea tiene una duracién -
de 17 dfas hasta afios. En contraste, los individuos sin al
teraciones inmunitarias presentan diarrea con duracién de-
una-a 3 semanas relacionada con dolor abdominal (13) y vb-
mito que ceden al tratamiento (2), otros s{ntomas asocia--
dos son niuseas, malestar general, cefalea, fiebre de baja
intensidad (3,13,15,25), dolor epigdstrico, tos, pérdida--
de peso, disnea en homosexuales no con antecedentes de dro
gas inmunosupresoras (41), y de 5 a 10 evacuaciones al dfa
las cuales pueden estar seguidas por costipacién (13,14),

Cryptosporidium es causante menos comin de anorexia,

debilidad y agotamiento pero mids comiin como causante de do
lor abdominal en comparacidn con Giardia lamblia (20,23),-

A diferencla de Isosporosis o sarcosporosis en esta enfer-
medad no se presenta eosinofilia periférica importante (2,
15). ’

c).- Manifestaciones cl{nicas en animales:

La enfermedad aguda de esta patologfa se carac
teriza clinicamente por diarrea acuosa, anorexia y pérdida
de peso. A diferencia de los humancs, los animales no pre-
sentan estado crdnico, se ha observado que resisten la in-
feccién o bien se curan en forma espontdnea (2,15).

Mediante experimentos en animales se ha obser-
vado que las manifestaciones clfnicas dependen de algunos-
factores como son: especie, estado inmunitario y edad (2,-
15},
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1).- Easpecie:
Tenemos algunos mamiferos como ratas, crice

tos y conejos no desarrollan diarrea cuando se les infecta
con oocistos de Cryptosporidium provenientes de terneras -

mientras un indéculo semejante puede provocar diarrea, ano-
rexia y pérdida de peso en animales j6venes de otra espe--
cie como simios, porcinos, caprinos y aves (2,15).

2) .~ Edad:

Se han realizado experimentos en carneros -
jdvenes especialmente neonatos libres de patégenos especf-
ficos, inoculados con cocistos de Cryptosporidium obteni--
dos a partir de terneras con diarrea a los uno, cinco, ---
diez y treinta dfas de edad observidndose que la presencia-
de la enfermedad fue dependiente de la edad (2); los carne
ros que se inocularon a los veinte dfas de nacidos presen-
taron poca o ninguna diarrea; los de treinta dfas permane-
cieron clinicamente sanos; mientras que los menores de ---
veinte dias presentaron diarrea que variaba de moderada a-
grave. El perfodo de incubacién de la criptosporidiosis en
animales recién nacidos experimentalmente infectados varfa
de dos a diez df{as aunque se ha observado que en animales-
mayores este per{cdo se prolonga. Estos datcs sugieren que
los animales adultos pueden desarrollar inmunidad a esta -
patologfa (2,15).

3).~- Inmunidad:

La evidencia de alteracidén inmunitaria en -
animales relacionada con criptosporidiosis ha sido observa
da en potrillos rabes con inmunodeficiencia combinada ---
{tanto humoral como celular), los cuales murieron a los 2-

»
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meses de edad por diarrea grave, se cree gue la inmunode-
ficiencia incrementa la susceptibilidad a la infeccién ya
que no se conocen casos de criptosporidiosis en potrillos
con funcién inmunitaria normal (15).

La inmunidad es especifica y de poca duracidn,
dosis bajas de 10 mil a 100 mil ooquistes protegen contra
infecciones por la misma especie.

Los becerros gquedan protegidos a la confronta-
cién a los l4 dfas después de la inoculacidn; la inmuni-
dad puede persistir 2 o 3 meses en los becerros,

En condiciones naturales, los animales jévenes
sufren ligeros ataques que les dan un grado de resisten--
cia contra ataques subsecuentes (34).

La respuesta inmune se manifiesta por una me--
nor produccidn de coquistes (34),



29

4.5.- Métodos de diagndstico:

Debido al niimero creciente de pacientes con infec---
cién comprobada por Cryptosporidium y otras coccidias, es-

importante para el laboratorio clfnico estar conclente de-
la existencia de una o mis técnicas apropiadas para la re-
cuperaci6én e identificacibén de Cryptosporidium (13),

La falla para detectar las formas parasitarias en he
ces de una persona infectada probablemente es debida a la-
combinacién de la inexperiencia del observador en el reco-
nocimiento del parisito con una menor eficiencia de las --
técnicas parasitolbgicas tradicionales de concentracién de
oocistos ademis de que hay que tener en cuenta que éstos -
son tan pequefios que pueden no ser observados o confundir-
se con levaduras (15).

Para establecer el diagndstico de este nuevo entero-
patégeno es necesario primero tener en mente esta posibili
dad, emplear eximenes simples, ridpidos y de bajo costo, -~ .
discriminar la presencia de otras etiologfas que ocasionan
cuadros semejantes y, sobre todo, evitar al midximo el abu-
so de firmacos antimicrobianos que propician la yatrogenia
y enmascaran el curso de la enfermedad (31).

Cryptosporidium ha sido identificado y demostrado --
por diferentes métodos parasitolSgicos, inmunolégicos e --
histopatolégicos (13).

El diagndstico no invasivo fue reportado en 1978 en-
terneras y en 1980 en humanos cuando fueron detectados oo-
cistos de Cryptosporidium en frotis fecales y teiidos con-
Giemsa (12).
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La concentracidn de las muestras de heces es importante -
en la enfermedad no aguda con pequeiio ntimero de oocistos-
en la evaluacidn de familias y para estudios epidemiolégi
cos (12). '

Las muestras que han sido tratadas con formalina al
10%, dicromato de potasio al 2.5% y alcohol polivin{lico-
pueden examinarse para la blisqueda de oocistos usando 15-
métodos diferentes (13)

l.- Microscopfa de fases

2.- Microscop{a de luz

3,- Flotacidn de azlcar de Sheater

4.- Técnica de concentracidén con formalina
5.,- KON al 10%

6.~ Giemsa

7.~ Tricrémico

8.~ Acido peryddico de Schiff

9,- Acido peryddico de Schiff modificado
10,- Metenamina de plata

11,- Naranja de acridina

12.~ Auramina-rodamina

13.- Acido resistente de Kinyoun

14.~- Calbolfucsina de Ziehl-Neelsen

15.- Procedimiento para acido resistentes

Para el hallazgo e identificacién del pardsito es --
necesaria la combinacién de técnicas, El uso de Giemsa en-
sedimento formalizado y el de acido resistencia de Kinyoun
modificado son los que mejor ponen de manifiesto este pro-
tozoario ya que con esas tinciones se elimina la necesidad
de calentar o vaporizar (13) y tienen una sensibilidad mis
elevada,
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4.5.1,- Métodos parasitolégicos:

Para la obtencifn e identificacién de oocistos de-
Cryptosporidium se realizaron los siguientes métodos para-

sitolégicos:
- Método de concentracidn-sedimentacidn de Ritchie
- Tincidn de Kinyoun modificada

4.5.2,~ Inmunodiagnéstico:
La metodologfa empleada en la determinacién de an-

ticuerpos circulantes espec{ficos IgM, 1gG e IgA (12) con-
tra Cryptosporidium incluye la técnica de Inmunofluorescen

cia indirecta (IFI) ligada a la etapa endSgena del parési-
to.

La IFI mf3 el hallazgo en heces dar& datos confia-
bles para la deteccidn de Cryptosporidium, Un t{tulo de --
1:40 o mayor se debe interpretar como prusba positiva para
Cryptosporidium.

El aumento de t{tulo de anticuerpos se da en 6 a 8
semanas de la infeccidn durando as{ aproximadamente un aflo
y luego empiezan a disminuir.

4.5.3.~ Métodos histopatolégicos:

El método mis Gtil para el diagnéstico es la evi--
dencia de los estadfos parasitarios que atacan la superfi-
cie de las células epiteliales por tanto de acuerdo a Mei-
sel y cols es el método concluyente para diagnosticar los-
microorganiamos tanto en humanos como en animales, sin em-
bargo Current y Ma. sefialan que si el sitio de la biopsia-
no estd infectado entonces se perderf el diagnSstico (13),
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por tanto suglieren que las técnicas de concentracién y las
tinciones espec{ficas son mis veraces y concretas que las-

biopsias (2).

El exdmen histopatoldgico de las biopsias intesti-~
nales revelan que los paridsitos se concentran en el yeyuno
e {lcon donde se produce un abultamiento de las vellosida-
des, acortamiento de los enterocitos y ligera o moderada -
infiltracidn de la lamina propia (3,25).

Para confirmar el diagndstico se da de comer las -
heces a animales de laboratorio recién nacidos libres de -
patdgenos espec{ficos y se buscan histoldgicamente las dis
tintas fases en el conducto gastrointestinal de estos ani-
males (2,15).
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4.6,- Diagndstico diferencials;

La mejor manera de describir las caracter{sticas de-
criptosporidiosis humana ser{a compararlas con las de giar
diasis, la cual ocurre en todo el mundo, es comin y recong
cida por la mayorfa de los médicos y es una de las condi--
ciones a considerar en el diagndstico diferencial (23).

As{ en la criptosporidiosis la duracifén de la enfer-
medad es mas corta (autolimitada en la mayor{a de los ca--
808}, el dolor abdominal es mds comin mientras que la ano-
rexia y debilidad menos comunes (23).

La criptosporidiosis se asemeja a la giardiasis en -
sus otras caracter{sticas clinicas como son la diarrea y -
dolor abdominal (23).

La gran semejanza entre una y otra estriba en que es
necesaria la demostraci6n del par&sito para el diagnéstico.

La zecuperacidn esponténea parece ser la regla para -
su diferenciacibn (23).
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4.7.~- Tratamiento:

Se han probado mis de 40 agentes antimicrobianos, in
cluyendo coccldiostiticos y otros compuestos antiprotozoa-
rios, antibibticos de amplio espectro y alin antihelmi{nti--
cos para tratamiento de la infeccidén en humanos, as{ como-
experimentalmente en terneras y ratones (2,15),

No hay tratamiento especifico para criptosporidiosis
en paclentes inmunodeprimidos (18) ya que se desconoce el-
mecanismo de accidn contra Criptosporidios, la recupera---
ci6n es espontinea en pacientes inmunocompetentes (23).

Ninglin esquema ha sido eficaz (15,20) sin embargo se
posibilita el estudio de algunos medicamentos como los 5 -
nitroimidazoles, el cotrimoxazol y los icidos quinolin-car
box{licos (31).

La espiramicina ha surgido como posible agente efec-
tivo para tratamiento de criptosporidiosis en huéspedes in
munocomprometidos (1)

Hasta el momento s8lo tratamiento de apoyo y lintomé
tico parece posible (2).
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4.8.- Profilaxis:

Para el control de la propagacién de Cryptosporidium

requiere la eliminacién de oocistos del medio aunque en --
condiciones favorables estos se mantienen infecciosos por-
largo tiempo (12).

Reducir el potencial de ingestién de oocistos de sue
lo, agua y alimentos contaminados {12).

. Cuidado de los pacientes para minimizar el riesgo de
infecciones nosocomiales.

Otras medidas son el lavado de manos, uso de guantes
y batas as{ como habitaciones privadas para pacientes con-
pobre aseo higiénico (12).

El equipo contaminado debe ser estrictamente esteri-
lizado., La fumigacién con amonia fue la mis apropiada des-
contaminacién, no hay vacunas para la prevencién de crip--
tosporidiosis en humanos o animales (12).

Descontaminar las superficies con cloro comercial de
j&ndolo de 10 a 15 minutos (12).



CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS
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V._MARERIAL Y METODOS

5.1.- METODOLOGIA

MUESTRAS EXPERIMENTALES Y/O MATERIAL PARASITOLOGICO
COLECCION DE MUESTRAS EN HUHANOS Y BECERROS
HECES DIARREICAS Y FORMADAS
ATOS SOBRE EL ORIGEN DE LAS HUESTRAS————1

PARAMETROS DE INVESTIGACION CARACTERISTICAS'FISICAS
CARACTERISTICAS ISICAS

CONSERVACION N FORMALINA AL
108 EN REF];GERACION

PROCES

|

C.P.S. DE RITCHIE

IENTO

PREPARACION DE FROTIS POR DUPLICADO
FIJACION COleETANOL

COLORACION DE KINI?UN MODIFICADA

OBSERVACION MICROSCOPICA
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5.2.~ Descripcidn de la metodologfa:

En la realizacidén de esta investigacidn se analizaron
un total de 150 muestras de las cuales 125 fueron recolecta
das de pacientes hospitalizados y de consulta externa en el
Laboratorio del Hospital Militar Regional de Guadalajara,--
Jalisco. Fueron examinadas también 25 muestras de becerros-
obtenidas en establos de una comunidad rural de Villa Coro-

na, Jal.

El trabajo se realizd en los Laboratotios del Departa
mento de Microbiologf{a del Instituto de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Autdnoma de Guadalajara.,

La realizacién de este estudio tuvo como fin la blis-~
gueda de oocistos de Cryptosporidium en una poblacién hete-

rogénea as{ como en becerros que hayan cursado o no un cua-
dro clinico de gastroenteritis examinando por tal motivo he
ces diarreicas y formadas obteniendo datos que nos permitan
recalizar un estudio comparativo en cuanto a su trascenden--
cia epidemiolégica.

$.,3.- Criterios de seleccidn de pacientes y poblacifn ani--
mal de acuerdo a los siguientes pardmetros clinicos:

- Pacientes gue presenten algin factor predisponente-
y cuadro de diarrea.

- Poblacidn heterogénea (humanos) y poblacién animal-
gue presentaran signos y sintomas gastrointestinales.

- Poblacidn heterogyénea (humanos) y poblacién animal-
gue no presentaran cuadro clfnico de diarrea,

- Paclentes que presentaran algiin factor predisponen-

te pero sin cuadro clfinico de gastroenteritis,
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S.4.- Metodologf{a del muestreo:

5.4.1.- Obtencién de muestras en humanos y datos so--
bre el origen de las mismas:

Para la obtencidn del material parasitoldgico
se llevd a cabo una encuesta, la cual consistid en interro-
gar al paciente o sus familiares sobre los parimetros que -
consideramos importantes para la realizacidn de este traba-
jo: edad del paciente, si habfan tenido contacto con bece--
rros, si presentaban algiin factor predisponente y cuadros--
diarreicos.

La investigacién del material de experimenta-
cién fue dirigido a un grupo de pacientes que acudié al La-
boratorio para practicirseles exdmenes de rutina los cuales
fueron enviados del Colegio del Aire, un segundo grupo lo--
integran pacientes de consulta externa y el tercero lo con-
forman pacientes hospitalizados en la sala de Pediatrf{a de-
la misma Institucién,

El material bioldgico que se obtuvo fueron he
ces tanto formadas como diarreicas sin tomar en cuenta o---
tras caracterf{sticas como color, olor, siendo la consisten-
cia la m&s importante para este estudio.

5.4.,2.- Coleccién de muestras en bacerros y datos so-
bre el origen de las mismas:

La seleccidn de muestras se llevd a cabo en -
un grupo de 25 becerros en una comunidad rural cuyas edades
variaron entre .5 y 4.5 meses de edad aproximadamente, es--
tos datos fueron proporcionados por las personas encargadas
del cuidado de los mismos. El objetivo de llevar a cabo el-
estudio en este grupo es porque los becerros son la princi-
pal fuente de infeccién en humanos.
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5.4.3.- Conservacién de la muestras

El material de estudio debe colocarse en via
les conteniendo formalina al 10% y transportarse de esta --
forma al laboratorio, si no se procesa inmediatamente deben

conservarse en refrigeracidén a una temperatura de 4°C,
5.5.- Material y reactivos:

a).- REACTIVOS:
Cloruro de sodio Q.P.
Formaldehfdo en solucidn Q.P.
Eter etflico comercial
Metanol absoluto
Carbol Fucsina fenicada
H,S04al 10%
Aceite de inmersidn
b).- SOLUCIONES:
Solucidn salina isotbnica
Solucidén de formaldeh{do al 10%
Solucidén de Stock
Solucidn de trabajo
Cc).- VIDRIERIA:
Embudos de vidrio o polietileno de 5 cm, de dif-
metro,
Pipetas Pasteur con bulbo
Portaobjetos de 25 X 22 mm,
Tubos cénicos para centr{fuga de 15 ml,
d).- APARATOS:
Centr{fuga con camisas para tubos de 13 X 100 mm,
e).- OTROS:
Gasa cortada en cuadros de 15 cm, de lado
aplicadores de madera
Gradilla
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PREPARACION DE SOLUCIONES:

1.-

2"

5.6.,~ Métodos:
5-6-‘-'
concentracifn-s

vas, quistes, huevos sin importar la densidad que estos ten
gan y utilizando una serie de sustancias como el éter que a

Solucidén de formaldeh{do al 10%

Se colocan 10 ml de formaldeh{do Q.P. en u-
na probeta o matraz volumétrico de 100 ml y
se completa el voliimen con agua destilada.

Solucidn de Stock:

2 grs. de colorante de verde brillante se -
pulverizan en un mortero, disolver con agua
destilada y aforar a 100 ml,

Solucién de trabajo:

Colocar 10 ml de la solucién de Stock en un
matraz aforado de 50 ml y aforar con agua -
destilada.

Solucién de carbol fucsina fenicada:
Fucsina basica 4.0 grs, fenol 8,0 grs, al--
cohol et{lico 95% 20 ml, agua destilada 100
ml,

Se disuelve la fucsina bisica en en alcohol
y se agrega el agua lentamente, Licuar el -
fenol a 56°C en Bafio Mar{a, se agrega a la-
primera preparacién, Filtrar antes de usar.

Método de Ritchie:

Fundamento: Es un método que se basa en la -

edimentacién de formas parasitarias como lar
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yuda a eliminar detritus orginicos y el formol que nos per
mitird mantener la integridad de las formas parasitarias.

Limitacicnes: Debido a que se usan varios-
tubos cdnicos resulta poco econdmico. Las preparaciones --
quedan muy sucias porque con la sedimentacidn, aparte de -
concentrar formas parasitarias se concentran otros materia

les.

1.~ Con un aplicador de madera, se colocan
1 a 2 grs, de materia fecal, aproximadamente en el vaso de
precipitados y se le ahaden 10 ml de solucidn salina, homo
genizando con el mismo aplicador.

2.~ Se pasa la suspensidén a través de la -
gasa colocada en el embudo y recibiendo el contenido en el
tubo cdnico,

3.~ Se centrifiga durante 1' a 2000 r.p.m.

4,- Se decanta el sobrenadante y se resus-
pende el sedimento con solucidn salina, centrifugando, de-
cantando y resuspendiendo las veces que sean necesarias --
hasta que el sobrenadante sea claro,

5.~ Al Gltimo sedimento se le agregan 10 =
ml de solucidén de formaldehfdo, se mezcla y se deja repo--
sar durante 10 minutos,

6.- Se afaden 5 ml de éter, se tapan los -
tubos con tapones de caucho y se agitan enérgicamente du--
rante 30".

7.- Se centrifuga durante 2' a 1500 r.p.m.

8.~ Después de centrifugar se observan cua
tro capas:

18 &ter en la superficie

23 un‘tapén de restos fecales

3% formaldehf{do

4% sedimento en el fondo conteniendo elemen
tos parasitarios.
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9.- Se introduce la pipeta Pasteur a través
de las capas 19,28,39, hasta llegar al sedimento, se extrae
con cuidado una gota del mismo y se coloca sobre un portaob
jetos.

5.6.2.- Tincién de Kinyoun modificada:

Fundamento: Los ooguistes de Cryptospori---
dium son alcohol-4cido resistente, su pared ooquistica es -
de material resistente y en su interior como la mayorfa de-~
las coccidias, forman esporocistos que contienen gran canti
dad de 1{pidos por lo que se colorea casi en su totalidad,-
siendo responsables de su propiedad la resistencia a los a-
cidos,

1.~ Hacer una pelfcula delgada de la mues--
tra sobre portaobjetos (del sedimento obtenido por el méto-
do de Ritchie sin decantar el flufdo sobrenadante),

2.~ Dejar smecar
3.~ Sumerjir en metanocl por 1'
4.~ Dejar secar
5.~ Cubrir con colorante (Carbolfucsina Kin
youn modificada por 1'
6.- Lavar con agua de la llave
7.~ Decolorar con H;SO4 al 108 hasta que no
salga color, aproximadamente 1'
8.- Lavar con agua de la llave
9.- Cubrir con colorante verde brillante -~
concentrado
10,- Lavar con agua de la llave
11.~- Leer con objetivo de inmersién
12.~ Ooquistes &cido resistentes positivos -
4-5 um (teiiido de rojo)
13.- Levaduras, no &cido-resistentes (teii--
das de verde).
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VI.-RESULTADOS

De 150 muestras de heces obtenidas para la bisqueda-
e identificacién de Cryptosporidium, 125 se recolectaron al-

azar en una poblacién heterogénea cuyas edades variaron en--
tre un mes y setenta y seis aifios, Consultar tabla No, 1

Las 25 muestras restantes se tomaron en un grupo de-
becerros cuyas edades estuvieron comprendidas entre 15 dias-
y 4.5 meses,

En su totalidad el material bioldgico fue sujeto a -
una técnica de concentracidn-sedimentacién: Método de Rit---
chie, posteriormente los sedimentos fueron observados previa
mente coloreados con la tincién de Kinyoun modificada.,

Una vez realizada la observacidn microscdpica y ha--
biendo localizado las formas sugestivas de Cryptosporidium -

se procedid a hacer una comparacién de los cuerpos densamen-
te tefiidos de rojo sobre fondo azul-verde con los ooquistes-
observados en una laminilla de referencia la cual fue propor
cionada por la Universidad de Houston, Texas, as{ como por -
la valiosa colaboracién de la Bidloga Ma. de los Angeles Lu-~
jdn Cruz y el Dr. Hugo Vicente Ralde, Profesores adscritos -
al Departamento de Microbiologfa de la Universedad Autdnoma-
de Guadalajara, quienes con sus conocimientos sobre el tema-
contribuyeron en la asesor{a de esta investigacidén, ademids -
del apoyo fotogrifico obtenido en la bibliografia (11), pro-
cediendo de esta forma a la separacidn del material conte---
niendo ooguistes, un total de nueve laminillas fuecon remiti
das a la Universidad de Houston, Texas a través del Dr. Ral-
de para su confirmacién la cual fue realizada por Jeff -----
Matthews, report&ndose as{ la positividad de los casos envia
dos,
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La tabla I muestra los resultados generales de una in
vestigacién realizada durante los meses de Julio/85 a Febre
ro/86 reportindose haberse encontrado ooquistes de Cryptos-
poridium en 4 de 125 (3.2%) muestras fecales,

Dentro de los pardmetros que consideramos importantes
en el esquema de trabajo tenemos que el Grupo I presentd la
maybr proporcidén de cuadros de diarrca 8 de 26 (30,7%).

Es importante sefalar que hubo un porcentaje mis ele-
vado de muestras cuyos paclentes no presentaron diarrea 103
de 125 (82.4%), sobre 22 de 125 (17.6%) que s{ tuvieron ma-
nifestaciones gastrointestinales.

Observamos a continuacién gque 2 de los 4 informes po-
sitivos se registraron en una poblacidén cuyas edades van --
mis alld de los 25 aflos, Grupo V as{ como el mayor niimero -
de personas con antecedentes de contacto con becerros 10 de
48 (28.8%) y el {inico donde se tuvo como factor predisponen
te la Diabetes mellitus 8 de 48 (16.6%),

El andlis del primer reporte positivo se obtuvo en un
nifio de 5 meses de edad al cual se le practicd ex&men C.P.S.
seriado de tres muestras aproximadamente cada dos meses de-
su ingreso al hospital por presentar cuadro de gastroenterj
tis y no se manifestd antecedentes de contacto con becerros
Observar tabla II.

Otro de nuestros resultados lo obtuvimos en una nifia-
de 10 afios presentando como {inica caracter{stica cuadro de-
diarrea e iqualmente fue observado en el paciente de 35 a--
nos.

La paciente de 26 afios declard en la encuesta haber -
tenido antecedentes de contacto con becerros ademis de pre-
sentar Diabetes mellitus.



45

Como podemos observar Cryptosporidium fue identifica
do en muestras de pacientes de ambos sexos, 2 del sexo mas-

culino (508) y 2 del sexo femenino (50%).

Se estudiaron 25 muestras de becerros menores de un-
afio de edad con las caracterfsticas mencionadas en toma y -

manejo de muestras.

El niimero de reportes positivos se confirmd en la U-
niversidad de Houston, Texas. Un total de 5 de 25 (20%) ---
fueron obtenidos en el Grupo I cuyas edades variaron entre-
0.5 y 2.5 meses como se muestra en la Tabla III.

Las heces de animales con diarrea fueron Cryptospori
dium negativas 8 de 8 (100%) sin embargo la totalidad de ca
s08 positivos se reportd en heces formadas 5 de 17 (29.4%),



TABLA I

TABLA GENERAL DE RESULTADOS DE 125 PACIENTES DONDE SE ENCONTRO OOCISTOS DE CRYPTOSPORI-
DIUM EN HECES FORMADAS Y DIARREICAS,

Grupo Edad de pacientes No(s$) C No(%) C.D, No(%) s/c.D. ACB FP/DM

{anos)
I €1({n=26) 1(3.8) 8(30.7) 17(65.3) 0 0
11 1-4(n=17) 0 2(11.7) 15(88.2) 3(17.6) 0
1983 5-9(n=12) 0 3(25.0) 11(91,6) 1( 8.3) 0
v 10-14(n=10) 1(10.0) 1(10.0) 10(100 ) 2(20,0) 0
v 15-24(n=12) 0 1( 8.3) 11(91.6) 4(33.3) 0
VI 25+n (n=48) 2{(4.1) 7(14.5) 39(81.5) 10(28.8) 8(16.6)]
Total (n=125) 4(3.2) 22(17.6) 103(82.4) 20(16) 8(6.4)

Fuente: Investigacidn realizada durante los meses de Julio/85 a Febrero/86

ns nimero de muestras

No(%)C= n{imero y % de casos positivos

Ro($)C.D.=nlimero y % de pacientes con cuadro de diarrea
No{(8) S/C.D. = nilmero y % de pacientes sin cuadro de diarrea
ACB= antecedentes de contacto con becerros

FP/DM = factor predisponente: Diabetes mellitus,
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RESULTADOS OBTENIDOS EN HECES DIARREICAS DE CUATRO PACIENTES

DONDE FUE OBSERVADO CRYPTOSPORIDIUM

dad Sexo c.D, 8/cD ACB F.P,
5 meses M + - - -
10 afios + - - -
26 afos F + - + +
35 aiios M * -

M= Masculino

F= Femenino

C.D.= Cuadro de diarrea

$/C.D. Sin cuadro de diarrea

ACBs Antecedentes de contacto con becerros
F.P. = Factor predisponente.




TABLA III

TABLA DE RESULTADOS OBTENIDOS EN 25 BECERROS DONDE SE ENCONTRO OOCISTOS DE CRYPTOSPORI-
DIUM EN.HECES FORMADAS Y DIARREICAS,

Gruno Edad de becerros n{%) Cryp n(8)H/CL n($)H/CF
(meses)
1 .5-2.5 (n=17) 5 (29.4) 7(41.1) 10 (58.8)
11 3-4.5 (n= 8) 0 8(100 ) 0
-
Total (n= 25) 5 (20) 15(60) 10(40)

N= nlmero de muestras

n(%) Cryp= niimero y $ de casos positivos
H/CL= heces de consistencia 1{quida
H/CFs " " v formada

1 4
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VII.- cowcws‘iﬁlria lescuo@ig“ﬂncn
- De acuerdo a diversos estudios realizados en humanos se -

pone de manifiesto que los ooquistes de Cryptosporidium--
pueden ser demostrados en muestra fecales que han experi-

mentado concentracién formalina-&ter e identificacién me-
diente la tincidén de Kinyoun modificada que ha demostrado
ser muy selectiva, es por eso gue fue seleccionada en la-
realizacidn de este trabajo.

- Los resultados obtenidos en la Tabla I nos muestran que -
la poblacidén con dlarrea fueron nifics menores de un afio,-
esto es favorecido debido a que el andlisis que se llevd-
a cabo en los meses cuando se presentan brotes epidémicos
de diarrea en nuestro medio,

- Segin investigaciones realizadas con anterioridad se ha -
podido observar que la edad en humanos no es un factor de
terminante para adquirir la {nfeccién y esto ha sido com-
probado en nuestro medio ya due ha sido demostrado en pa-
cientes de diversas edades como se ohserva en la Tabla II.

-~ Teniendo en consideracidn que la Criptosporidiosis es una
zoonosis vemos que hay una relacidn en cuanto a la proba-
ble infeccién de la paciente que tuvo antecedentes de con
tacto con becerros y para aquellos que manifestaron no ha
berlo tenido, concluimos que dada la resistencia gque pre-
sentan los ooquistes a las condiciones ambientales y en -
el mecanismo de transmisidn juega un papel importante el-
fecalismo,

-~ Dado el cardcter oportunista que presenta Cryptosporidium

es de gran importancia la deteccidn de ococistos ya que -«
puede ser el causante de diarrea a nivel nosocomial, es -
interesante mencionar que debido a sus caracteri{sticas --
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pleomérficas y afinidad tintorial es dificil su identifi-
cacién por ello debe recomendarse la implementacién de --
técnicas adecuadas para su demostracién.

- El empleo de las técnicas anteriormente descritas han de-
mostrado dar resultados fidedignos en el hallazgo de las-

formas parasitarias correspondientes a Cryptosporidium sp
as! hemos podido confirmar la presencia de este protozoa-
rio ( sin haberse observado criterios para su cuantifica-
cidn) y su probable participacién en estos cuadros dia---
rreicos presentados en los cuatro pacientes.

- El protozcario no fue observado en heces formadas de los-
paclientes en estudio aunque cabe mencionar que en otros--
trabajos reportados en la literatura si se ha encontrado-
dicha frecuencia. En nuestros resultados pudo haber in---
fluido nuestro universo de trabajo, sin embargo, en los -
becerros se observa gque en el Grupo I de la Tabla III, se
obtuvo un 40%, esto pone de manifiesto gue los animales -~
jévenes aln cuando sufren ataques ligeros, si su funcidn-
inmunitaria es normal, estos les dardn un grado de resis-
tencia contra ataques subsecuentes, como podemos observar
en el Grupo II no se observarcn ooquistes de Cryptospori-
dium por lo tanto al aumentar la edad de alguna manera se
desarrolla inmuntidad.

- Cabe senalar que Cryptosporidium fue identificado exclusi
vamente en heces formadas en los becerros, aungue la ma--
yor proporcidn de material de estudio (60%) tuvo consis--
tencia lfgquida, por tanto, los animales tal vez presenta-
ban la etapa de primoinfeccidén y el niimerc de ooquistes -
aln no era suficiente para causar un cuadro agudo de gas-
troenteritis.

- El anilisi realizado en la poblacién animal fue un nime--
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ro menor de muestras en comparacién con el realizado en hy
manos debido a las circunstancias en que los inéculos fue-
ron recolectados dado que en el establo donde se encontra-
ban no habfa alojamientos suficlentes para separarlos por-
no contar con espacio suficiente y el suelo estaba himedo-
ya que durante el tiempo de experimentacidén se presentaron
lluvias, este ambiente es muy favorable para que los anima
les adquicran la infeccién, debido a la falta de abrevade-
ros hlgiénicos toman los alimentos y agua contaminados del
suclo, estas condiciones agropecuarias pudieron haber in--
influfido en el porcentaje relativamente alto, por ello se-
rd necesario en un futuro hacer un estudio comparativo.
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