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RESUMEN

La enfermedad diarreica tanto aguda como cronica es una de las principales
complicaciones que sufren los pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana. Se calcula que el 30% de los pacientes
procedentes de pafses en vias de desarrollo como son: América Latina,
Aftica y Haiti, presentan diarrea en algin momento de la enfermedad.
Entre los agentes patogenos responszbles de la diarrea se encuentra
Cryptosporidium parvum_el cual se informa en algunas series como ia
primera causa de diarrea en pacientes infectados por el V.L.H. El cual
invade las células epiteliales del tracto digestivo (incluyendo la via biliar) y
respiratorio.

La enfermedad del tracto gastrointestinal causada por Cryptosporidium
parvum , en pacientes infectados por el V.L.H., se manifiesta generalmente
con diarrea ya sea aguda o cronica que evoluciona con periodos de
exacerbacion y remision. Generalmente se asocia con pérdida de peso y
debilidad que lleva al deterioro y muerte de algunos pacientes. La
severidad y evolucion de la enfermedad esta estrechamente relacionada con
el numero de células T CD4.

Mas de 100 farmacos diferentes han sido ensayados para el tratamiento y
prevencion de la infeccibn de Cryplosporidium parvum, pero
desafortunadamente los resultados no han sido del todo favorables, ya que
la dosis necesaria para atacar a este parasito es toxica para los pacientes.

Debido a este problema es importante realizar estudios epidemiologicos e
identificar los factores de riesgo, esto nos obliga hacer énfasis en las
medidas preventivas més que en las curativas.

Para determinar ia prevalencia de Cryprosporidium parvum se llevo a cabo
un estudio de tipo observacional, transversal y descriptivo en el que se
incluyeron 150 muestras de materia fecal de pacientes infectados por el
V.ILH. Se identificé a Cryptosporidium parvum mediante la técnica de
concentracion de Sheather’s y la tincidn de Kinyoun.

Los resuitados obtenidos fueron los siguientes:

De los 150 pacientes incluidos 137 fueron varones 13 mujeres con una
media de 31 aftos,



TIEMPO DE LA INFECCION POR PACIENTES
VIH. |

Menos de 5 afios de evolucion : 67.8%
5 a 10 afios de evolucidon 25.06%
Mias de 10 afios ; 33.96%
CUENTA DECELULASCD4 . - PACIENTES
Mas de 500/mm’ J 33.96%
De 200 a 500/mm° ‘ 41.5%
Menos de 200/mm’ i 24.54%

Los pacientes infectados por Crypfosporidium parvum fueron 6, de los
cuales 3 presentaron diarrea, y todos presentaron cuenta de células CD4
menor de 200/mm’.

Obteniendo con esto una prevalencia de 4.0%.
Concluyendo con esto lo siguiente:

La prevalencia de Criptosporidium parvum en el Hospital General
Regional # 25 del IMSS se encuentra en ¢l limite bajo de acuerdo 2 los
datos reportados en la bibliografia, por lo tanto podemos decir que los
pacientes que acuden a este servicio tienen un control antjviral adecuado
ademds de llevar acabo las medidas profilacticas necesarias.



INTRODUCCION

Los organismos del género Cryptosporidium son pardsitos protozoarios
similares a los coccidios que crecen y se reproducen dentro de las
células epiteliales de los érganos digestivos y de la zona respiratoria de
los vertebrados. Fue descrito por primera vez en 1907 en ratones, pero
considerado insignificante durante casi 50 afios. 2

Fue vinculado con enfermedades gastrointestinales de pavos jovenes en
1955, asociado con diarrea bovina en 1971. 3

Durante muchos afios sdlo se les concedio importancia como agentes
patogenos causantes de enfermedad en animales recién nacidos. 4

En 1976 se informaron los dos primeros casos de infeccion por
Cryptosporidium parvum en humanos, el primer caso fue de una nifia
de 3 afios previamente sana, quien presento diarrea severa la cual se
auto limit6. El segundo se presenté en un hombre con pénfigo buloso,
después de haber recibido tratamiento por 5 semanas con cortico
esteroides y ciclosfamida; en este ltimo caso la diarrea desaparecié
dos semanas después de suspender la ciclosfamida. Ambos casos tenian
en comun que procedian de areas rurales de Estados Unidos y tenian
contacto cercano con animales domésticos ( perros, gatos y vacas). En
ninguno de fos dos casos fue posible establecer la fuente de contacto
con el parasito.se

En agosto de 1981 en Nueva York, por medio de biopsia se identificé el
primer caso de infeccion por Cryptosporidium parvum como causante
de diarrea en un hombre homosexual, con el entonces recién descrito
Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida.?

Cryptosporidium parvum afecta a individuos de todas las edades,
siendo mayor la incidencia en la poblacién de nifios menores de 2 afios.
Lo anterior puede estar en relacion con una mayor transmision fecal
oral, con la ausencia de defensas adquiridas por previa exposicion o la
inmadurez de su estado inmune. Los sintomas mas comunes son:
diarrea, dolor y calambres en el estomago. La diarrea puede ser
abundante y liquida. Esta infeccion también puede causar pérdida de
apetito y vomito.s



El diagnostico es realizado a través de la identificacion del parasito por
medio de técnicas de tincidn acido alcohol resistente o por medio de
biopsia intestinal. o.

La via mis frecuente de infeccion con Cryptosporidium parvum es la
oral-fecal. quienes practiquen sexo oral-anal, y los que estén en
contacto cercano con personas ya infectadas.

En perscnas con un sistema immunologico no comprometido, la
infeccion puede presentarse sin que se experimenten sintomas o los
sintomas desaparecen por si solos, aproximadamente en 30 dias.
Aunque, en niffos y adultos inmunocomprometidos, esta infeccion
puede causar una enfermedad severa y durar mucho tiempo.ie

El aumento en la infeccién del Virus de la Inmunodeficiencia adquirida
ha resultado en un aumento de la Criptosporidiosis . En las personas
VIH. positivo puede causar una peligrosa deshidratacion vy
desnutricion.

La enfermedad de! tracto gastrointestinal causada por Cryptosporidium
parvum, en pacientes infectados por el VIH. se manifiesta
generalmente con diarrea ya sea aguda o crénica que evoluciona con
periodos de exacerbacion y remision. Generalmente se asocian con
pérdidas de peso y debilidad que lleva al deterioro y muerte en algunos
pacientes. la severidad y evolucion de la enfermedad estd
estrechamente relacionada con el niunero de células T CD4 y CD8. «t

La cuenta de CD4 menor & 200, define la presencia de SIDA de
acuerdo a la clasificacion (CDC 1993), e indica un riesgo alto de
infecctones oportunistas. Cuentas mayores a 500, en cambio sugieren
una etapa relativamente temprana o no muy activa de la enfermedad.a

La OMS ha determinado una clasificacion de la infeccidn por el V.ILH.
en los adultos. La clasificacion es bdsicamente clinica y comprende
cuatro estadios(1 al 4). Dentro de cada estadio, los pacientes se pueden
subclasificar en 3 subgrupos (A. B, () segun la cifra de linfocitos
CD4..2




MARCO TEORICO

Actualmente la criptosporidiosis es un problema de salud publica que
necesita la atencion social que implica la participacién conjunta del
quirnico clinico, médico y paciente.

El éxito del buen control de la criptosporidiosis radica en una
identificacion etiologica certera, es aqui donde el equipo de salud debe
tener conocimiento v manejo de criterios y técnicas, los cuales en
algunos casos pueden ser inadecuados, lo que trae como consecuencia
fracasos terapéuticos.

GENERALIDADES.

Los datos de prevalencia de Cryptosporidium parvum en los pacientes
infectados por el V.LH. son limitados. En un estudio realizado entre
1983 y 1992 en Los Angeles(California) en el que se incluyeron 16,953
pacientes infectados por el V.LH. se presentaron 638(3.8%) casos de
diarrea cuyo agente causal fue Cryprosporidium parvum. La prevalencia
de criptosporidiosis fue mayor en aquellos pacientes que adquirieron la
infeccion del V.LH. por contacto sexual(3.9%) contra otros factores de
riesgo(2.6%) lo mismo que en emigrantes procedentes de
México(5.2%) contra nacidos en los Estados Unidos (3.8%). En
Londres la prevalencia entre los individuos infectados por el V.LH. fue
de 5% aumentando hasta 21% en aquelios con SIDA.




Los enfermos pueden presentarse desde sintomaticos ( portadores sanos)
hasta aqueilos gravemente comprometidos dependiendo del grado de
inmunosupresion del paciente. El sintoma mas frecuente es la diarrea.
En un estudio se demostrd la presencia de cuatro patrones de diarrea.s

PASAJERA CRONICA FULMINANTE  |SINTOMATICA

28.7% 59.7% 7.8% 3.9%

Fuente:http://www._nimia/552e. diarrhea, Febrero 2001

La diarrea se asocia a perdida de peso, dolor abdominal, vomito y
fiebre. El pardsito se localiza mads frecuentemente en la parte distal del
intestino delgado(ileon), aunque también puede comprometerse el
colon. El compromiso de la via biliar es hasta del 10% en pacientes con
SIDA. Rarz vez afecta pancreas, estomago y epitelio respiratorio. Mas
de 100 farmacos han sido ensayado para el tratamiento y prevencion de
la infeccion por Cryptosporidium parvum desafortunadamente los
resultados no han sido favorables excepto con el uso de Paromomicina,
Espiramicina y Nitazoxanide que han logrado una mayor estabilidad del
paciente, ademas del buen control antiviral,




HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIH-1 Y DEL
SIDA.

Datos recientes basados en cultivos virales cuantitativos de plasma y
células mononucleares de sangre periférica apoyan la hipétesis de que el
V1iH-1, desde el momento en que infecta a un paciente, prolifera de una
forma continua, aunque ha velocidades diferentes segin el estadio
evolutivo de la infeccién. Habria que distinguir: a) una fase precoz o
aguda de varias semanas de evolucion; b) una fase intermedia o crénica,
con replicacion viral activa, aunque a velocidad baja, de varios afios de
duracion, y ¢) una fase final o de crisis que clinicamente corresponderia
a lo que denominamos complejo relacionado con el SIDA (CRS) y
luego SIDAs4

FASE PRECOZ O AGUDA

La evolucion a partir de este momento es relativamente independiente
del mecanismo de transmisién, aunque Ia dosis infectante y sobre todo
la virulencia intrinseca de la cepa y quizd también la capacidad de
respuesta del huésped podrian tener importancia. El paciente infectado
persistira asintomético o presentard un cuadro clinico caracterizado por
un sindrome mononucledsico hasta en un 30-40% de los casos, aunque a
menudo pase inadvertido. Paulatinamente a los 20-30 dias del contagio,
en la mayor parte de pacientes ira apareciendo antigeno p24
circulante(2-6 semanas). El cultivo viral muestra titulos muy altos en
plasma, y una elevada proporcién de linfocitos CD4 estan infectados
(hasta de 1 de cada 10-100 linfocitos). Luego iran apareciendo los
diferentes tipos de anticuerpos (1-3 meses) e inmunidad celular, lo que
coincidira con la desaparicion del antigeno p24 y un descenso drastico
del titulo de virus circulantes y células infectadas. A lo largo de este
proceso agudo puede haber una inmunodepresion transitoria, capaz
incluso  de facilitar la aparicion o reactivacion de determinadas
infecciones oportunistas.s



DATOS HISTORICOS DEL PARASITO

Los organismos del género Cryptosporidium son parasitos protozoarios
similares a los coccidios que crecen y se repreducen dentro de las células
epiteliales de los érganos digestivos y de la zona respiratoria de los
vertebrados. Fue descrito por primera vez en 1907 en ratones, pero
considerado insignificante durante casi 50 afios. Fue vinculado con
enfermedades gastrointestinales de pavos jovenes en 1955, asociado con
diarrea bovina en 1971,

Durante muchos afios sélo se les concedié importancia como agentes
patogenos causantes de enfermedad en animales recién nacidos.ss

En 1976 se informaron los dos primeros casos de infeccion por
Cryplosporidium parvum en humanos, el primer caso fue de una nifia de 3
afios previamente sana, quien presento diarrea severa la cual se auto limito.
Fl segundo se presento en un hombre con pénfigo buloso, después de haber
recibido tratamiento por 5 semanas con corticoesteroides y ciclosfamids; en
este ultimo caso la diarrea desaparecié dos semanas después de suspender
la ciclosfamida. Ambos casos tenian en comin que procedian de 4reas
rurales de Estados Unidos y tenian contacto cercano con animales
domésticos {perros, gatos y vacas). En ninguno de los dos casos fue posible
establecer |a fuente de contacto con el parasito.

A partir de la década de los 80, se ha informado en la literatura multiples
brotes de diarrea por Cryptosporidium en diferentes comunidades, siendo la
contaminacidn del agua la fuente principal de la infeccion. El brote mas
grande ocurrié en Milwaukee en 1993, donde aproximadamente 403,000
personas tuvieron contacto con el pardsito.

En agosto de 1981 en Nueva York, por medio de biopsia se identifico el
primer caso de infeccion por Cryptosporidium parvum como causante de
diarrea en un hombre homosexual, con el entonces recién descrito
Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida. En 1982 concomitante con el
inicio de la pandemia causada por la infeccién de VIH, ¢l CDC informo
que 14 de 21 pacientes VIH positivos, con diarrea y ooquistes de
Crptosporidium parvum en las heces, fallecieron por este cvento.
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Para 1983, la infeccion por Cryptosporidium parvem fue incluida como
enfermedad oportunista definitoria de SIDA. En 1986 3.6% de los
pacientes con SIDA informados al CDC, habian tenido Criptosporidiosis y
la tasa mortalidad de este grupo alcanzo 61%.



TAXONOMIA

Desde el punto de vista taxonémico Cryptosporidium ¢s un género del filo
de protozoos Ampicomplexa, clase Sporozoasida, subclase Coccidiasina a
la cual se hace referencia con el termino de coccidios, como son las
especies mas estrechamente relacionadas Isospora y Eimeria, que también
se desarroflan en epitelio gastrointestinal y respiratorio. Incluye muchas
especies que pardsitan principalmente a los animales domésticos y pocos
son los que pardsitan a los humanos, este pardsito pertenece a la familia
Criptosporidae que abarca solo et género Cryptosporidium. Segin Barer y
Wrigh (1990) hay por lo menos cuatro especies de Cryptosporidium bien
definidas, dos que infectan a los péjaros ( Cryptosporidium baileyi y
Cryprosporidium meleagridis) y dos 2 los mamiferos( Cryptosporidium
muris y Cryptosporidium parvum). Bl Cryptosporidium parvum es la Gnica
especie que infecta a los seres humanos, también infecta a los vertebrados,
incluyendo a los animales del campo.ss

Las especies del tipo muris (Tyzzer 1912) infectan las glandulas gastricas
de los roedores y varias especies de mamiferos, pero no infectan a los seres
humanos. Una segunda especie Cryptosporidium parvum (Tyzzer (1912)
infecta el intestino pequefio de una amplia gama de mamiferos, incluyendo
seres humanos, y es la especie zoonotica responsable de Criptosporidiosis.

Protozoa
Phyla  Sarcomastigophora Ampicomplexa Ciliophora
(amoebas, flagellates {sporozoans) (cilintes)
Entamoeba, Giardia)
Order Eucoccidiorida
I
Suborder /ElmiTrina
Families Sm‘cocrstidae Cryptosporidiidae Eimrriidae
Genera Sarcocystis Cryptosporidium Eimeria
Toxoplasma Isospora

Fuente | evin NI 19849



DESCRIPCION MORFOLOGICA DE Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum, es un parasito protozoo coccidico diminuto,
intracelular, son observados como cuerpos esféricos de 2-4 micras en la
superficie de Ia mucosa o libre en las criptas.

Cuando se tifie con las técnicas de acidorresistente se ven de color rojo
brillante. Cuando se observan en microscopio electrénico, el aspecto es
tipico y se puede observar también a los trofozoitos, esquizontes, a los
microgameios y a los macrogametos.io

Contiene proteinas de superficie, las glicoproteinas y los fosfolipidos son
fuertemente  inmunogenéticos, estas moléculas se encuentran en
esporozoitos y merozoitos, son antigénicas de ello depende el éxito del
parasito para convertirse rdpidamente y de inundar el ambiente con
ooquistes. Cada nicleo haploide del esporozoito contiene 8 cromosomas
10.1-10.4 millones de pares de DNA, 35 moléculas Kilobase circulares
extracromosomal caracteristica tipica de la mayoria de los
Ampiclomplexos.

Los ooquistes son estables en las excretas y resistentes a agentes quimicos
(ooquistes de pared gruesa); han sido encontrados en el medio ambiente.
Los ooquistes de pared delgada no son excretados en las heces, sin
embargo poseen una capacidad auto infectiva.on



CARACTERISTICAS EVOLUTIVAS DE Cryptosporidium parvum
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CICLO BIOLOGICO DE Cryptosporidium parvum

El ciclo vital de Cryptosporidium solo requiere de un huésped ( ciclo
vital monoxeno), para un completo desarrollo.

El ciclo vital del Cryptosporidium inicia con la ingestion de los
ooquistes, en general transmitidos a través de alimentos o aguas
contaminadas por heces de personas o animales infectados, los cuales
dan el inicio al primer estadio del ciclo vital que es la exquistacién que
se realiza o se logra mediante el contacto con el jugo gastrico y las sales
biliares en este primer estadio, se liberan cuatro esporozoitos moviles
(presentan una caracteristica forma de bananos), los esporozoitos
invaden las células epiteliales del intestino delgado principaimente,
localizandose sobre las microvellocidades del mismo.i2

Mis tarde se produce el desarrollo dentro de una vacuola parasitofora
superficial, compuesta por dos células del huésped y dos membranas
derivadas del parasito. Por lo tanto, Cryptosporidium es intracelular
pero extracitoplasmatico. Esto se diferencia de otros coccidios como
Eimeria e Isospora, cuyos estadios de evolucion se localizan en una
vacuola parasitéfora ubicada profundamente en la region peri nuclear
de las células parasitadas.

Una vez que los esporozoitos se establecen en las células epiteliales se
diferencian en trofozoitos uninucleares. Luego ocurre un numero
predecible de divisiones nucleares con produccion de merozoitos por un
procese de multiplicacion asexual, conocide como merogonia o
esquizogonia. Se desarrollan dos tipos de merontes o esquizontes. El
tipo 1, que contiene 8 nucleos y origina igual nimero de merozoitos
cuando esta maduro; cada uno de estos, después de su liberacion en la
luz intestinal, invade otra célula epitetial donde se desarrolla y puede
dar origen a un meronte tipo II, el cuando madura, origina 4 merozoitos,
o reciclar, y dar origen a otro meronte tipo L.



El ciclo asexual es seguido por una fase sexuval en la cual los merozoitos
de la segunda generacion provenientes de los merontes tipo II, que no
reciclan, invaden nueva células epiteliales y originan estadios sexuales
femeninos( macrogametos) o masculinos(microgametos). Los primeros
sufren considerables transformaciones, incluyendo el desarrolio de
cuerpos formadores de pared y la acumulacion de alimento se reserva,
antes de ser considerados macrogametos maduros. Por un proceso que
involucra divisién celular, los microgametos dan origen a un nimero
desconocido de microgametos, pero se cree que son de 14 a 16, los

cuales fertilizan los macrogametos dando origen a la formacion del
cigoto.

Los cuerpos formadores de pared en los macrogametos se unen para
formar una pared alrededor del cigoto y dan origen al ooquiste, el cual
esporulz insitu, por lo que ya son infectantes cuando son liberados en las
heces.

Alrededor del 80% de los ooquistes forman una pared gruesa, dura y
resistente con dos capas, y son liberados al medio ambiente donde
diseminan la infeccion. Estudios experimentales realizados con ratones
infectados, han demostrado que el 20% restante de los ooquistes
desarrollan una pared delgada, con solo una unidad de membrana, la
cual se rompe tan pronto los ooquistes salen de los enterocitos,
quedando libres los cuatro esporozoitos, los cuales invaden nuevas
células epiteliales y reinician un nuevo ciclo. Sin embargo estos quistes
de pared fina, también pueden ser excretados con las heces. La
existencia de este ciclo de autoinfeccidén donde estan involucrados estos
ooquistes de pared delgada y los merontes tipo 1, es los que explicaria el
desarrollo de infecciones severas en huéspedes expuestos a un pequefio
niimero de ooquistes de pared gruesa, y las infecciones intensas y
persistentes que se observan en pacientes inmunodeficientes, sin
exposicion exdgena a repeticion a los ooquistes de pared gruesa.so



CICLO BIOLOGICO DE Cryptosporidium parvum.

Fuente: Omar A. Khan.21202




PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DIARREICA POR

Cryptosporidium parvum,.

La patogénesis de la diarrea asociada al Cryptosporidium aun no esta
bien entendida. Existen al menos 3 hipdtesis para explicar el mecanismo
por el cual se produce la diarrea; es probable que estos tres mecanismos
se mezclen entre si y aunados a la interaccion huésped pardsito
determinen la presencia de la enfermedad.

1. Respuesta secretora del huésped provocadsa por la infeccidn de
Cryptosporidium.

Después de la invasion de los enterocitos por el parasito las células
epiteliales liberan citoxinas ( tales como interleucina 1, 3 vy 8) las cuales
activan los fagocitos presentes en el area y algunos procedentes de la
ldmina propia de los vasos sanguineos vecinos. Los fagocitos activados
liberan factores solubles que aumentan la secrecién intestinal de
cloruros y agua e inhiben la absorcion. Algunos mediadores
inflamatorios tales como histamina, serdétonina y adenosina afectan a la
secrecion y absorctén por accion directa sobre las células epiteliales.
Las prostaglandinas ( principalmente la E2, leucotrienos, y el factor
activador de plaquetas actdan sobre los nervios entéricos para inducir
secrecion intestinal y alteracion en el transporte de sodio y potasio.izis

2. Dafio en la arquitectura del epitelio intestinal, provocada por la
invasion de Cryptosporidium.

La invasion del parasito a las células del epitelio intestinal lleva a un
dafio en la estructura del mismo, provocando alteraciones en la
absorcion,



Los cambios histopatologicos observados mds frecuentemente son:
atrofia de las vellosidades con o sin hiperplasia de las criptas, se observa

ademas aumento del niimero de lencocitos en la lamina propia del
epitelio.i17

El mimero de organismos que infectan la mucosa determinan la
intensidad de la diarrea. En pacientes con infeccion por el VIH existe
una asociacién directa entre la magnitud de la infeccidn intestinal por
Cryptosporidium ( medida por el porcentaje de mucosa intestinal
invadida y el niimero de quistes excretados en las heces). Y la mala
absorcion de algunos pacientes reduciendo la magnitud de la infeccion
con algunos medicamentos.

En los pacientes con VIH el problema se agrava ya que sus mecanismos
de defensa estdn alterados y no pueden reducir o limitar el nimero de
parasitos.

3. Produccién de una enteré toxina por el Cryptosporidium.

Existen algunos estudios que sugieren la presencia de una enteré toxina
propia del parésito, pero aun no ha sido posible confirmar esta hipétesis.
Garza y Col, demostraron que el sobrenidante de monocapas
intestinales infectadas con Cryptosporidium parvum  cultivado,
estimulan un aumento en la corriente dependiente de cloro, cuando se
agrega a la superficie serosa del ileon de conejo puesto en la camara de
Ussing desafortunadamente otros grupos no han logrado reproducir
estos resultados. Guarino y Cols demostraron la presencia de actividad
enterd toxica presente en las heces tanto de terneros como de humanos
infectados con Cryptosporidium parvum, la cual podria ser responsable
de la diarrea secretora en humanos.isis
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Las lesiones patolégicas macroscépicas no son destacables y se
encuentra Cryptosporidium en las biopsias o la necropsia de los
pacientes inmunocomprometidos en todo el tracto gastrointestinal desde
el esofago hasta el recto, el sistema hepatobiliar y el arbol respiratorio;
en los pacientes inmunologicamente sanos, de quienes hay menos datos,
los microorganismos en general estan limitados al intestino, incluido el
apéndice en los nifios.

Histopatoldgicamente, Cryptosporidium se halla dentro de las células
epiteliales. En el intestino puede haber atrofia, aplanamiento, fusion o
perdida de las vellosidades, hiperplasia de las criptas y alargamiento; los
cambios inflamatorios incluyen la infiltracion de la l&mina propia con
linfocitos neutrofilos, plasmocitos y macréfagos.isizis

Como se observa en los siguientes esquemas:

2
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EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Cryptosporidium parvum es un parasito ubicuo en la naturaleza. Ha
sido informado como causante de enfermedad en los 6 continentes.
Afecta a individuos de todas las edades siendo mayor la incidencia en
la poblacion de nifios menores de 2 afios. Lo anterior puede estar en
refacién con una mayor transmision fecal oral, con la ausencia de
defensas adquiridas por previa exposicion o la inmadurez de su estado
inmune. [.a manifestacién clinica mas importante de la enfermedad es
diarrea, la cual es autolimitada en los pacientes inmunocompetentes; en
los pacientes la diarrea puede ser tan severa y abundante que simula la
producida por el Colera, convirtiéndose en una causa importante de
morbilidad. La infeccién parece tener un comportamiento estacional,
siendo mayor su prevalencia En los meses de finales de verano y otofio
donde predominan el calor, la humedad y las liuvias.is

Los datos de prevalencia de estudios geograficos en diversos grupos de
poblaciones se basan en la deteccion de la excrecion activa de ooquistes de
Cryptosporidium en muestras fecales. A pesar de que no se puede comparar
en forma absoluta los diferentes estudios, la prevalencia parece ser mayor
en los paises menos desarrollados, lo que probablemente se relaciones con
la falta relativa de agua no contaminada e instalaciones sanitarias
adecuadas, el hacinamiento habitacional y algunas veces, la existencia de
reservorios animales muy cerca de los lugares de residencia de los seres
humanos.z

Los datos sobre la prevalencia de la infeccion por Cryptosporidium en los
pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
son limitados, Las cifras del 3-4% dadas a conocer por los CDC en 1996
reflejan la cantidad de pacientes con SIDA con infeccion por
Cryptosporidium en el momento que fueron informados a los CDC y no fa
cantidad total de personas HIV positivas que estén infectadas o aquellas
que finalmente se infectan. En un solo estudio en colorado, ¢l 2% de un
total de 1172 pacientes HIV positivos tenian criptosporidiosis.zt
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Entre el 11 y el 21% de los pacientes con SIDA que presentaron diarrea en
los Estados Unidos y Europa excretaron ooquistes de Cryptoporidium, €l
enteropatégeno mas comiin en dos series.az-2s

No esta claro hasta qué punto la criptosporidiosis es una causa significativa
de morbilidad y mortalidad sobre la expectativa de vida de personas
infectadas por HIV .La infeccién por Cryptosporidium se transmite de
persona a persona, de animal & persona vy a partir del medio ambiente, en
particular por el agua. La ingestion de tan solo 10 ooquistes puede dar
como resultado la infeccidn, si bien la exposicion previa y el estado
inmunoiogico también influyen en la susceptibilidad del huésped. 3031

La trasmision entre los habitantes de la misma casa y los familiares, las
parejas sexuales, los nifios en guarderias y sus cuidadores y los trabajadores
de la salud y sus pacientes est4 bien establecida y puede ser subapresiada
por que los sintomas clinicos a veces son leves y la excrecién de ocoquistes
puede durar hasta mucho después de {a desaparicion de los sintomas, 1232

La diseminacion puede ocurrir por contacto de las manos con la boca o por
elementos contaminados como paftales ¢ ropa blanca. A menudo los
familiares infectados se detectan después de un caso indice; por ejeriplo,
en una epidemia que se produjo en una guarderia, en el 71% de las familias
con un nifio sintomético hubo mas familiares infectados.ss Se produjo una
probable diseminacién intra familiar a la madre y los hermanos 16 dias
después de la infeccion inicial de tres miembros de la familia expuestos a
un ternero supuestamente infectado.ss Se ha informado la diseminacion de
Cryptosporidium entre parejas sexuales, tanto heterosexuales como
homosexuales. .z

Puede ocurrir la transmisién de animal a persona (zoonotica} por
mascotas caseras y animales de laboratorio vy de granja. En 1982 se
describid la primera epidemia de diarrea asociada con Cryptosporidium
en personal que manipulaba terneros infectados.» Se ha implicado a
animales de granja, en particular bovinos y ovino, en forma directa o a
través de un medio ambiente contaminado.



La transmision a través del agua se sospeché inicialmente en {983 por
casos relacionados con viajes, en primer lugar cuando se hallé en forma
retrospectiva que 12 de 14 pacientes finlandeses no relacionados que
estaban excretando ooquistes de Cryptosporidium se habian enfermado
en los 12 dias siguientes a la visita en forma separada a Leningrado, y
més tarde, en un estudio prospectivo, cuando se halid que 9 de 34
estudiantes finlandeses evaluados por criptosporidiosis antes de viajar a
Leningrado estaban infectados al regresar.ssss S¢ han descrito més casos
relacionados con viajes en personas que han visitado el Caribe, Egipto,
la isla Mauricio, México, Nepal y Nueva Guinea. 153656

En Meéxico se realizo un estudio en el Instituto Nacional de Nutricion
Salvador Zubiran entre 1993 v 1995 estudiando a 228 pacientes que
presentaron diarrea encontrando asi 72 pacientes con Cryptosporidium
55 hombres y 17 mujeres edad promedio de 36 afios maxima 72 afios,
minima 17 afios.

Los factores de riesgo para infeccién por VIH se distribuyen asi:

: Homosexuales | Heterosexuales Transfusiones | Factor de
' | previas | riesgo
1 | H .
| i " desconocido
i |
' 40 16 i 13 ! 3

Fuente' INN, Salvador Z.1995

El diagndstico de Criptosporidiosis se realizé solo por examen
coproparasitoscopico en 51 pacientes, por biopsia intestinal 6 y en 15
pacientes ambos fueron positivos. En todos los pacientes excepto en
uno, la infeccion por VIH (ELISA positivo) se determino antes del
diagndstico de criptosporidiosis con un tiempo promedio de 15.8 meses.
En 27 pacientes el hallazgo de infeccion por VIH y Cryptosporidium se
hizo simultancamente, siendo en ellos la criptosporidiosis, el primer
evento definitorio de SIDA .«

25



ESTADISTICA DE NUMERO DE CASOS
ENCONTRADOS EN AGUA PARA BEBER EN
AMERICA. EN 1994
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MANIFESTACIONES CLINICAS

El periodo de incubacion, al parecer es corto, generalmente fluctia de 1
a 21 dias. Los sintomas, evolucion y prondstico dependen del estado
inmunoldgico del paciente.

INDIVIDUOS INMUNOCOMPETENTES

Los sintomas clinicos incluyen nauseas, fiebre ligera, calambres
abdominales, anorexia y de 5 a 10 evacuaciones, la cual puede ser
seguida por constipacién, algunos pacientes pueden presentar diarrea
otros pueden tener relativamente algunos otros sintomas,
particularmente en el curso de la infeccion en pacientes con diarrea
acuosa tipica, las muestras contienen muy poca materia fecal,
principalmente contienen agua y moco.

Los ooquistes estdn atrapados en el moco, y el diagnostico procede
después de realizar un muestreo adecuado. Generalmente un paciente
con un sistema inmunoldgico normal tendria limitada la infeccion, sin
embargo, pacientes que estdn inmunocromprometidos pueden tener una
infeccion  crénica con un amplio intervalo de sintomas(desde
sintomatico a severo).iza

Ocasionalmente estos pacientes requieren de suero por dos semanas, en
infantes y aquellos pacientes que pierden fluidos excesivos por mas de
tres semanas.
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INDIVIDUOS INMUNOCOMPROMETIDOS

La duracién y severidad de la diarrea depende del estado inmune del
paciente principaimente en pacientes inmunocomprometidos quienes no
pueden detener la infeccidn la enfermedad puede llegar hacer progresiva
con el tiempo y las secuelas pueden ser de un factor mayor que los
conlleve a la muerte. Ei tiempo y la severidad de la enfermedad también
puede depender de la habilidad para eliminar la inmunosupresion. En
estos pacientes, las infecciones por Cryptosporidium parvum no son
siempre confinados al aparato gastrointestinal si no que, existen
sintomas adicionales ( problemas respiratorios, colecistitis, pancreatitis,
hepatitis) han sido asociados con infecciones extra intestinal.ss

Datos en una pequefias serie de pacientes indican que aquetlos con
cuentas de células CD4 de 180 células /mm’ es mas clara la infeccion
con Cryptosporidium parvum superior de 7 dias a un mes estos datos
son importantes en la prediccién de! proceso natural de infeccién y el
disefio de la terapéutica.

Los pacientes con inmunodeficiencias reversibles generalmente se
recuperan cuando la causa de la inmunosupresion se elimina; tal es el
caso de aquelios que reciben tratamiento inmunosupresor por
transplantes o céancer, con infecciones virales asociadas, como
sarampion, citomegalovirus, o varicelza y desnutridos, especialmente
nifios.s

En pacientes con SIDA, la criptosporidiosis se considera la infeccion
oportunista entérica de mas significacién: numerosos casos se han
registrado en la literatura. En ellos la severidad del cuadro clinico
depende del grado de afectacion de los linfocitos inductores CD4. La
diarrea puede ser severa, cronica, persistente, con pérdida de fluidos a
menude excesiva y se han observado hasta 17 litros de diarrea acuosa
por dia lo cual resuita en deshidratacion, des balance hidro- electrolitico,
desnutricién y pérdida excesiva de peso. Puede producir el desenlace
fatal.
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Con excepci6n de la observacion del parasito en biopsias, heces u otros
especimenes, no existen hallazgos caracteristicos de Iaboratorio. Se han
observado en algunos casos eosinofilia, pruebas anormales de mala
absorcion y hallazgos radiogrificos no especificos, tales como, pliegues
de la mucosa intestinal prominentes, niveles hidrodereos, asas
intestinales distendidas y desordenes de motilidad. 3247
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DIAGNOSTICQ CLINICO

El diagnostico diferencial de la criptosporidiosis incluye otras causas de
diarrea acuosa, tales como, Giardia Ilamblia, Isospora belli,
Microsporidium, rotavirus y Escherichia coli emerotoxigénica. Sin
embargo es dificil el diagnostico clinico de la enfermedad diarreica
producida por Cryprosporidium parvum por que existen pocos rasgos
que la diferencien de la causada por otros enteropatdgenos 4

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Diagnostico Parasitologico: El diagnostico de la criptosporidiosis se
hace por la deteccion de los ooquistes en las heces, y ocasionalmente
por ia observacion de estos u otros estadios evolutivos en secreciones y
biopsia intestinal.

Anteriormente la identificacidon de Cryptosporidium en humanos se
hacia mediante el examen de biopsia de intestino o tejidos obtenidos en
necropsias en el microscopio de luz o electrénico éste ultimo a menudo
fue necesario para confirmar el diagnostico.

Micrografia electronica de ooquistes de Cryptosporidium parvum en el
intestino

Fuente:VET Parasito! 1999
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Existen numerosas técnicas para tefiir o concentrar los ooquistes en
especimenes fecales, esputo o bilis, pero no existe consenso acerca de
cual de ellas es la mejor. Para el diagnostico, las heces u otra muestra de
fluidos corporales pueden ser suministradas frescas o preservadas en
formol al 10% o en formalina- dcido acético acetato de sodio. Las
muestras frescas o preservadas pueden ser examinadas por diversos
métodos de concentracion o tincién que ayudan a la identificacion de los
ooquistes.

El mimero de estos en las heces fluctta, por lo que se recomienda
examinar por o menos tres especimenes. Cuando las heces son
formadas es recomendable examinar multiples muestras por que
usualmente contienen pocos ooquistes.s

Los métodos de concentracion son importantes sobre todo en pacientes
asintomdticos con escaso nimerc de ooquistes, y en estudios
epidemioldgicos, debido a las fluctuaciones en el niimero de organismos
y al hecho de que la sensibilidad de las técnicas de diagnostico depende
de la consistencia de las heces; solo ias diarreicas usualmente contienen
suficientes ooquistes para ser facilmente identificados. s

Técnicas de concentracién. Estas incluyen la sedimentacion con
formalina éter y formalina acetato de etilo y la flotacién en solucion de
sucrosa de Sheather’s, sulfato de Zinc con una gravedad especifica de
1.18 o 1.20, v solucién saturada de cloruro de sodio con una gravedad
especifica de 1.27. Algunos autores no han encontrado diferencias entre
cuatro de estas técnicas y otros consideran que la solucion de azicar de
Sheather’s es mejor que la de formalina y éter y la flotacién en cloruro
de sodio. Con dicha técnica se pueden identificar de inmediato los
ooquistes, que se tifien de rozado; pero después de 15 minutos se
empiezan a colapsar y pierden su forma esférica. Las otras técnicas de

concentracién requieren coloracion para la identificacion del coccidio.sr-
48

Cuando se usan métodos de concentracion por sedimentacion se
aconseja centrifugar a 500 x g, por lo menos 10 m, ya que los coquistes
son muy pequeflos y con un tiempo menor, muchos de ellos pueden
permanecer en el sobrenadante.

3
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‘Técnicas de coloracion. Una gran cantidad de estas técnicas se han
usado para demostrar los ooquistes del pardsito en heces, pero con la
coloracion hematoxilina férrica y la tricromica, no son aceptables para
la identificacion del coccidio.

Las técnicas de 4acido alcohol resistente son las mds ampliamente
usadas y generalmente son las de leccion para el laboratorio de
diagnéstico clinico y facilitan la identificacidn, diferenciando los
ooquistes de las levaduras, que tienen forma y tamafio similar, por que
aquellos se tifien de rojo por ser 4cido aicohol resistente mientras que
las dltimas no lo son, por lo que aparecen de color azul.

Otros métodos de tincion usados son: Giemsa, safranina, azul de
metileno, dcido péryodico de Schiff, coloracién de Gram, metanamina
plata y nigrosina. Estos dos @ltimos son técnicas de coloracion negativa
por que no tifien los ooquistes.ssae

Entre las tinciones fluorescentes usadas estin uramina carbol fucsina,
auramina rodamina, y acridina naranja. Con ellas no es posibie detallar
con precision la estructura del ooquiste.

Diversos estudios han hecho comparaciones entre varias técnicas de
diagnostico de Cryptosporidium en especimenes fecales. Uno
recomienda preservar la muestra en formol al 10% concentrarla y luego
tefiir en concentrado con una técnica de coloracion modificada de Ziehl
Neelsen, otro recomienda un examen con solucién de yodo, y luego
concentracién con la técnica de flotacidén en sucrosa de Sheather’s y
otro considera la tincién de dcido alcohol resistente modificada como la
mejor.

Diagnostico  Inmunolégico: Se ha usado la técnica de
inmunofluorescencia directa, utilizando anticuerpos especificos
monoclonales y policronales marcados con fluorescencia, para la
identificaci6n de los ooguistes, es un método sensible.so



La prueba inmunoenzimdtica (ELISA) para detectar los coquistes en
heces, es de mucha utilidad clinica ya que es un método rapido vy facil
de leer, y muy sensible y especifico en el caso de heces diarreicas, pero
tiene uso limitado en estudios epidemiologicos para el diagnostico de
enfermedad asintomatica.

Existe una prueba inmunofluorométrica para la determinacién de
coproanticuerpos contra el pardsito, que al parecer tiene la sensibilidad
inherente de un inmunoensayo.

En pacientes con criptosporidiosis se ha conseguido una
seropositividad para anticuerpos IgG o IgM, o para ambos en el 95%
de los casos, en el momento en que buscan atencion meédica, y 100% a
las dos semanas. Algunos estudios indican que mas del 50% .de los
individuos sin infeccion conocida, tienen anticuerpos especificos, lo
cual sugiere que la infeccion, alguna vez en la vida es comiin.ss-so

Diagnostico Electroforetico: Recientemente se uso por primera vez el
patron electroforetico de las isoenzimas para diagnosticar y diferenciar
especies del pardsito. Los zimodemos de la fosfoglucomutasa y la
isomerasa de la glucosa fosfato claramente diferenciaron a
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium muris y a Cryptosporidium
baileyi. Los aislados de Cryptosporidium parvum obtenidos de
diferentes especies animales, mostraron la misma movilidad del Gnico
aislado humano fue claramente diferente a la de los aislados
procedentes de animales.so-s3
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Ooquistes de Cryptosporidium parvum con la téenica de tincion de
Kinyoun

Fuente: Weber Bryan 1998
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PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

La prevencién de la criptosporidiosis supone la vigilancia de los
mecanismos a través de los cuales pude transmitirse. La publicacion de
Mayo de 1999 sobre Recomendaciones para la Prevencién de
Infecciones Oportunistas en las personas infectadas con el VIH ofrece
las siguientes recomendaciones especificas.

e Las personas seropositivas deben ser informadas y aconsejadas
sobre las distintas vias de transmision del Cryptosporidium
parvum ( incluyendo el contacto directo con adultos y nifios, con
animales infectados, la ingestion de agua y de comida
contaminada, v el contacto con agua contaminada durante la
realizacion de actividades deportivas).

e Las personas seropositivas deben evitar el contacto con heces
humanas y animales, deberdn evitar fas relaciones sexuales que
pueden resultar en exposicion oral a las heces (por ejemplo los
contactos ano-oraies).

¢ En general deberdn evitarse los animales con diarrea, los perros
y gatos de menos de 6 meses de edad ni deberin adoptarse
animales abandonados.

¢ L as personas seropositivas no deben beber agua de rios o lagos.

¢ La infeccién puede resultar también de tragar agua durante las
actividades lGdico deportivas.

e Los pacientes deberén tener en cuenta que el hielo fabricado a
partir de agua de grifo contaminada también puede ser fuente de
infeccion.

e Debido a la posibilidad de transmisién por fomites, algunos
especialistas recomiendan que las personas infectadas con el
VIH y especialmente las mas inmunosuprimidas, no compartan
una habitacién con pacientes afectados de criptosporidiosis.
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Por otro lado no existe en la actualidad ningin farmaco que se pueda
recomendar para la profilaxis primaria o secundaria de esta infeccion(
no existen medicamentos efectivos para prevenir la criptosporidiosis)

Tratamiento:

No se conoce un tratamiento antimicrobiano efectivo para curar ia
infeccion por Cryptosporidium parvum pero sin embargo se puede
recomendar un régimen de Paromomicina, cabe sefialar que los estudios
realizados de tratamientos que incluyen Paromomicina sélo han podido
demostrar mejoras modesta, pero no la cura de la criptosporidiosis.

Otro régimen que hasta ahora a obtenido resultados alentadores y puede
recomendarse consiste en Nitazoxanida. Regimenes alternativos incliyen
tratamientos octreotide, azitromicina o atovacuona. El calostrum bovino
hiperinmune se estd estudiando para probar si puede aumentar la
produccién de inmunoglobulinas naturales en el cuerpo que combatan la
criptosporidiosis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad diarreica tanto aguda como crénica es una de las
principales complicaciones que sufren los pacientes infectados por el
V.LH.ss Entre los agentes patégenos responsables de la diarrea se
encuentra Cryptoporidium parvum, el cual se sabe es la primera causa
de diarrea en pacientes infectados por el VIH, invadiendo las células
epiteliales del tracto digestivo(incluyendo la via biliar) y respiratorio.n

La mayoria de los datos de prevalencia de infeccion por
Cryptosporidium parvum, se ha obtenido de estudios hechos en
diferentes poblaciones con diarrea, en las cuales se ha identificado el
parasito en las heces por medio de diferentes tinciones.sis La
prevalencia de la enfermedad varia de pais a pais siendo un factor
importante el grado de desarrollo.i.13

Las razones mas importantes que justifican el desarrolio de este trabajo
son:

La gran importancia que ha alcanzado en esta altima década
Cryptosporidium parvum como agente causal de enfermedad en
pacientes infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana,
ademas de los pocos estudios realizados en México.

Por lo tanto por medio de este estudio se determina la prevalencia de
Cryptosporidium parvum en pacientes Infectados por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana en el Hospital General Regional # 25 del
IMSS, para tomar medidas preventivas que ayuden a detener este
problema.
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HIPOTESIS

Se espera que entre un 5 y 15% de los pacientes infectados por el Virus
de la Inmunodeficiencia Humana en la zona oriente de la ciudad de
México, este infectado por Cryptosporidium parvum en algin momento
de la enfermedad
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OBJETIVOS

25 Determinar la prevalencia de Cryptosporidium parvum en pacientes
infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

€5 Determinar la asociacion entre la prevalencia de Cryptosporidium
parvum y el estadio clinico de pacientes infectados por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana.
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DISENO DE INVESTIGACION

EL estudio se realizo en el Laboratorio de Analisis Clinicos en ia
seccion de Microbiologia, del Hospital General Regional # 25 del
IMSS.

En la clinica de SIDA se informo a los pacientes de el estudio
“Prevalencia de Cryptosporidium parvum en pacientes infectados por
Virus de fa Inmunodeficiencia Humana™.Se les solicité su
consentimiento por escrito{anexo3) y se les solicitaron muestras de
heces

Se recopilo informacién de los expedientes clinicos de cada uno de los
pacientes que participaron en el estudio. Obteniendo a si el diagnostico
de VIH, cuenta de células CD4, sexo, edad, preferencia sexual, tiempo
de desarrollar la enfermedad.

Las muestras se analizaron mediante la Técnica de Concentracion de
Sheather’s y la Tincion de Kinyoun.
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TiPO DE ESTUDIO

Se llevd a cabo un estudio de tipo observacional, transversal ¥y
descriptive.

POBLACION

150 muestras fecales de pacientes confirmativos de V I H, de la zona
Oriente de la ciudad de México.

TAMANO DE LA MUESTRA

Todas las muestras de heces, de pacientes infectados por el Virus de la
Inmunedeficiencia Humana que ileguen del mes de Diciembre del 2000
al mes de Febrero del 2001.

CRITERIOS DE INCLUSION

-Pacientes Hombres y Mujeres infectados por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana.

-En cualquier estadio de la enfermedad
-Que cuenten con determinacion de céiulas CD4

-Que desee participar en el estudio



VARIABLES

Dependiente.- Presencia de Cryptosporidium parvum

Independiente.-Infeccion por el Virus de ia Inmunodeficiencia Humana

Variable Definicion Operacional
Masculino,
Caracteristicas femenino de
Sexo fenotipicas del sujeto acuerdo al
P J expediente del
paciente
Medida en aflos
Edad cronoldgica intervalos por
Edad referida por el quinquenios 15-20,

paciente

21-25, 26-30, 31-35,
etc

Estadio clinico

Estadiol:
asintomatico
Estadio2: presencia
de sintomas

Estadio 3: encamado
menos del 50%
Estadio 4: encamado
mas del 50%

Subgrupo A.-CD4 >
500 mm’®

Subgrupo B.- CD4
200-500 mm®
Subgrupo C.- CD4 <
200 mm’

Pacientes infectados

Determinacion  de

Infeceion por por el Virus de la Anticuerpos contra

V.LH. Inmunodeficiencia V.LH. (prueba de
Humana ELISA)

Infeccién por Pacientes infectados Identificacion  del

Cryptosporidium por Cryptosporidium parasito por Tincion

parvum parvum de Kinyoun




MATERIAL

Frascos de plastice de boca ancha

-Tubos de ensayo de 16 x 150 mm
-Gr-**1jas para tubos de ensayo de 16x 150
-Aplicadores

-Portacbjetos

-Pipetas Pasteur

-Matraz aforado de 2 It

-Lapiz diamante

-Mechero

-Pipetas graduadas de 5 y 10 ml

-Guantes de cirujano

-Marcador de tinta permanente

-Espatula

-Probeta graduada de 500 ml

-Cubrebocas

-Vasos de pp de 100 mi

-Perillas para succion de liquidos en pipetas

-Gasas estériles
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REACTIVOS

-Colorantes Azul de Metileno, Fucsina,
-Sacarosa

-Alcohol icido
-Agua destilada
-Xilol

-Aceite de inmersion
-Fenol

~Tween 80

-Fosfato dibasico
-Fosfato de potasio
-Cloruro de sedio

-Cloro al 15%

EQUIPO

-Centrifuga
-Microscopio optico
~Potenciometro
-Autoclave
-Balanza analitica

-Refrigerador
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Procedimiento de la Técnica de Sheather’s.

Se homogenizo la muestra vy se tomo 1 g aproximadamente de materia
fecal

Depositar a un tubo de 16x150

Agregar 9 m! de PBS estéril, mezclar y filtrar a través de una gasa a otro
tubo de 16x150.

En un tubo por separado se colocan 5 mi de sacarosa( madre), y 5 ml de
PBS mezclar perfectamente. (dilucion 1:2)

En otro tubo se hizo una dilucién }:4 con sacarosa madre y PBS

En un tubo s¢ colocaron 5 ml de la dilucién 1:2 y sobre esta la dilucién
1:4 con mucho cuidado de no mezciar

Se colocaron las heces filtradas sobre la dilucion 1:4

Se centrifugo a 3700 rp.m. 30 min

Se descarto con una pipeta la fase superior y se recupero ia intermedia
Se agrego 10 ml de PBS y se centrifugo a 3000 r.p.m 10 min

Se decanto y se resuspendio el paquete en 10 ml de PBS centrifugando
nuevamente.

Se decanto vy se coloco una gota del sedimento en un portaobjetos y se
tifio por la técnica de Kinyoun.
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Procedimiento de Ia Técnica de Tineion de Kinyoun

* Fijar la laminilia con metano}

* Agregar fucsina basica 5 minutos, cuidando gue el frotis no se
seque.

e Lavar con agua corriente y decolorar con aicohol 4cido al 1%

hasta quitar el exceso de colorante 2 minuto aproximadamente.

e Lavar con agua corriente

* Agregar colorante de contraste (azu! de metileno) durante 1-2
minutos

* Lavar con agua corriente y dejar secar

® Observar la laminilla con objetivo de 100X,

Interpretacion:

Cryptosporidium parvam se tifie de rojo y el fondo es azul
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TECNICA DE SHEATER ‘S.

HorramlemTCoccklla)
Fresco. PmarJado.
Montage Directo. Concesntrado.
1} Aziicar de Sheather.

i ?) Formalina-acetato de etllo.

Pml;o. NoaLtlvo. l
nL PJ‘. No;.
Concentrado. Concentrado. L }

[ 1 i
Positivo. Negativo. Positifo. Nagatﬂro.
i 1

7

Frotis de tincién permanenta.

1) Acido resistante modificada.
2} Acido resistente de Kinyou.
3) Otras 4cido resistentes modificadas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicd estadistica descriptiva y estadistica inferencial estudiadas

mediante la prueba de ji-cuadrada (x°), para determinar la relacién entre las
variables.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes graficas:

Grafica t.

ncia de Cryptosporidium :

En estd grafica se observa que la prevalencia de Cryptosporidium
parvum es muy baja; ya que solo un 4% de los pacientes tuvieron este
parasito .Debido a que los pacientes tratados en este Hospital Hevan
acabd su tratamiento antiviral de forma adecuada asi como las medidas
preventivas para evitar asi la infeccion.



Preferencia sexual
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Grafica 2.
|

"Homosexuales | Heterosex
| Serio1 69% 17%

En esta grafica podemos observar que de los 150 pacientes incluidos en el
estudio la mayoria son varones homosexuales, y por lo mismo la practica
sexual (oral anal ) es més frecuente, por lo cual hay mayor riesgo de
infectarse por Cryptosporidium parvum. Ya que los pacientes que fueron
infectados por este parasito son 5 varones homosexuales y solo una mujer
heterosexual.
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Grafica 3.

T ’ T
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Diafrea Vomito

}Serré‘! i 17%

De acuerdo a lo sefialado en la grafica 3; de los 150 pacientes los que
presentaron diarrea fueron solo el 17%, de estos con dolor abdominal,
vomito y deshidratacion solo fue la minoria, De los 17% con diarrea solo
2.04% presento la infeccion Esto significa que la causa de la diarrea no es
por culpa de Cryptosporidium parvem st no que la diarrea puede ser
causada por otro agente patégeno o bien por el medicamento que estan
ingirtendo.
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Grafica 4

ta de Células CD4 mm®
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En esta grafica se observa que 1a mayoria de la poblacién estudiada cuenta
con células CD4 arriba de 500 mm’ |, esto significa que los pacientes que se
atienden en este Hospital son pacientes con una buena atencién meédica,
que mantienen sus sistema inmunolégico estable, para asi evitar el ataque
de agentes oportunistas como es Cryptosporidium parvum De ahi la baja
prevalencia de este pardsito, ya que se sabe que la cuenta de células CD4
esta estrechamente relacionada con la infeccion
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Grafica 5

de infeccién por VIH

5a 10 aflos
25;08%

La grafica 5 Nos sefiala que la mayoria de la poblacién atendida en este
Hospital lleva poco tiempo con la infeccion por VIH, esto se toma en
cuenta ya que el estadio clinico de la enfermedad se relaciona con la
infeccion los pacientes que tienen mas de 10 afios con el padecimiento
suelen ser los que por el deterioro de su sistema inmunologico se
encuentren en la etapa final de la enfermedad, en donde son muy
susceptibles a ser atacados por cualquier agente oportunista como lo es
Cryprosporidium parvum,




TABLA 1

Cryptoporidium parvum
Si NG
Si 311 22124
DIARREA
NO 315 122120
Hipdtesis

Ho: La diarrea es dependiente de la presencia de Crypfospondium parvurm

Ha: La diarrea es independiente de la presencia de Cryptospernidium parvum

X tab oovag) =6 B2

X2 = 47 42

Conclusibn

Se rechaza Ja hipbtesis nuta y se acepia la hipotesis alterna, por 1o tanto la diarrea
es independiente de |a presencia de Cryptosporidiunt parvum




TABLA 2

Cryptosporichum parvum

St NO

>500 0/2.04 51/48 96

Cuenta de CD4

200 A 500 0/2.48 62/59.52

<200 6/1 48 31/35.52

Hipétesis

Ho La presencia de Cryptosporidium parvum es dependiente de la cuenta de
CD4

Ha La presencia de Cryptosporidiurn parvurn es independiente de |a cuenta de
CD4

XPab 090 = 9 12

X’ear= 100

Conclusion:

Se rechaza hipdlesis nula se acepta hipdtesis alterna, por lo tanto 1a presencia de
Cryptosporidium parvum es independiente de la cuenta de CDA4
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Tabla 3

: Numero }[ Muestras | Muestras ~ Pacientes con ‘infeccién
i Positivas |  diarreicas cuenta de células por VIH
muestras ‘ | . CD4dmenora de5alo0 |
estudladas | ‘ | 200/ mm’con | afios
! | Criptosporidiosis |
i 150 ! 6 3 6 |6

La tabla 3: Sefiala que no todos los pacientes que fueron positivos para
Cryptosporidium parvum tuvieron diarrea en el momento de recolectar la
muestra, cabe sefialar que la diarrea pudo haber sido remitente y que los
pacientes no presentaban ni sintomas ni signos que pudieran orientar al
médico a solicitar el estudio para biisqueda de este parssito, ademas sefiala
la relacidn que existe entre la cantidad de células CD4 con la presencia de
Cryptosporidium y el tiempo de evolucién con la enfermedad; ya que este
es un factor determinante para tener la infeccion y también al aumentar la
células CD4 la infeccion se auto limita.

|
|

'
|
i
i
|
H
1
\
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DISCUSION DE RESULTADOS

La identificacion de Cryprosporidium parvum es, dentro del diagndstico
parasitelogico, una parte considerable del trabajo de laboratorio
especializado, va que su identificacién requiere de técnicas modificadas
que no tienen una gran difusion.

Dada la importancia que -ha tomado el Cryptosporidium parvum en
pacientes con VIH, se ha tenido la necesidad de buscar un método que sea
accesible y rapido debido ha que hay laboratorios que no cuentan con la
forma de detectar este parésito.

No obstante, a pesar de ser un método sencillo tiene el inconveniente de
que las muestras a estudiar son de pacientes con VIH, a los cuales todavia
se les tiene cierto temor al trabajar con ellas. Como consecuencia de ello se
debe concientizar al personar de laboratorio para ayudar a este tipo de
pacientes y asi tengan una calidad de vida mejor.

Este trabajo no tiene como objetive concientizar al personal de laboratorio,
pero si, el dejar un método ripido y confiable como es la técnica de
Sheater’s, para ser utilizado en el HGR No 25 del IMSS

Ademas de lo anterior, e! objetivo del presente trabajo es determinar la
prevalencia de Cryptosporidium parvum y la asociacion que existe entre
esta y el estadio clinico del paciente, de esta forma tener pardmetros para
analizar y comparar con lo descrito hasta el momento en la literatura.

La diarrea es uno de los problemas mas graves a los que se enfrentan los
pacientes infectados por el VIH y especialmente aquellos que viven en
paises como México.
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En la literatura se manifiesta a Cyptosporidium parvum como el principal
agente causal de diarrea con una prevalencia del 5- 15% en paises en vias
de desarrollo.

En este estudio realizado en el Hospital General Regional No 25 del IMSS
la prevalencia fue de 4% el diagndstico se hizo por coproparasitoscopico
mediante la técnica de concentracién de Sheater’s y la tincién de Kinyoun,
técnicas que hasta el momento contindan siendo estandares para este fin.

El diagndstico de infeccién por VIH, se hizo mediante la técnica de Elisa y
confirmatoria de Western Blot (esta se realiza en Banco de Sangre det HGR
No 25 IMSS) y la cuenta de células CD4 en el Hospital de Especialidades
del Centro Médico la Raza. Confirmando asi que todos los pacientes que

ingresaron al estudio contara con estos datos, recopilados del expediente
clinico.

La mayoria de los pacientes cuentan con menos de 5 afios de tener el
padecimiento, lo que nos hace pensar que muchos de ellos buscan atencion
médica temprana, es posible ademas que la basqueda de infeccion por VIH
por parte del médico se este realizando lo mas rapido posible. De esta
forma, al momento del hacer el diagnéstico de criptosporidiosis el estado
inmunologico de los pacientes esta estable (cuenta de células de CD4
mayores a 500/mm’ } dando con esto un margen del pronostico de la
infeccion a largo plazo.

Los sintomas y signos de la enfermedad estin de acuerdo con los
informados en Ia literatura siendo diarrea continua e intermitente las mas
frecuentes, aunque a veces el médico confunda estos con la presencia de
otros agentes patbgenos, y de un tratamiento equivocado antes de esperar
los resultados del laboratorio , y con ello Hevar al paciente a un mal
pronostico.
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Uno de los pacientes positivos tuvo diarrea intermitente, se le dio
tratamiento antiamibiano, que en realidad no ataca a Cryptosporidium
parvum, pero si dafia aun mas la mucosa intestinal causando con ello dafios
irreversibles y en este caso la muerte del paciente

Ademés es posible que por el mecanismo de reinfeccion (tanto del
intestino, como del medio ambiente) estos pacientes desarrollan sintomas
tardfamente cuando el numero de parasitos aumenta (mayor compromiso de
la mucosa intestinal) y su sistema inmune se deteriora.

La duracién de la diarrea, mayor de 30 dias en la mayoria de los casos tanto
en su presentacion continua como intermitente, conduce a pérdida de peso
importante(promedio de 14.2 Kg.) asociada a desnutricion, factores que
influirdn tardiamente en la evolucion de la enfermedad.

Seria importante realizar estudios prospectivos para determinar ¢! manejo
de estos pacientes ante el grave riesgo de complicaciones futuras que
conducen a la muerte.

La falta de tratamiento adecuado para este parasito nos obliga a hacer
énfasis en las medidas preventivas mis que en las curativas. De aqui la
importancia de realizar estudios epidemiologicos ¢ identificar los factores
de riesgo para la infeccion por Cryptosporidium parvum en esta poblacion.

Asi como el diagndstico oportuno de este parasito, para que el médico
pueda proporcionar un tratamiento adecuado evitando asi un desenlace
fatal.

Los indicadores indirectos disponibles del estado inmunolégico (avance de
la infeccion por VIH ) del paciente, son la cuenta total de leucocitos y
nimero de células CD4 se asocian de forma importante con la infeccion
por Cryprosporidium parvum siendo quizds estas Jas responsables de la
vida del paciente.
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La muerte de uno de los pacientes que fue dos semanas después del
diagndstico, nos confirma la importancia y trascendencia de la enfermedad
gastrointestinal  provocada por  Cryptosporidium  parvum
Desafortunadamente con este trabajo ne es posible ayudar al tratamiento
del paciente, por eso es necesario y de suma importancia realizar estudios
para encontrar el medicamento que logre una erradicacion del parésito y
ademads no sea toxico para el paciente.
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CONCLUSIONES

APara que et Cryptosporidium parvum, que es un parasito oportunista se
pueda manifestar es necesario que el paciente tenga un conteo de células
CD4 menor a 200 mm/’

< No es necesario que el paciente curse con diarrea para que se manifieste
la presencia de Cryptosporidium parvum en las muestras fecales.

< Si existe una asociacién entre la presencia de Cryptosporidium parvum
y el estadio clinico del paciente infectado por el virus de la
inmunodeficiencia humana.

<4 Los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
atendidos en el Hospital General Regional No 25 del IMSS, tienen un buen
control en cuanto a infecciones provocadas por Cryptosporidium parvum
ya que lIa prevalencia de este parésito es baja. Por lo tanto la atencidén
médica que obtienen es buena.

4 Los resultados nos demuestran que los objetivos se cumplieron, ya que
la prevalencia obtenida con respecto a [a sefialada en ia Hipotesis se acerca
al limite bajo de esta.
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ANEXO 1

PREPARACION DE REACTIVOS

Preparacion de solucién madre de sacarosa.

500 g de azitcar (sacarosa cristales)
320 mi de agua destilada (disolver)
9 ml de fenol

0.5 m! de Tween 80

Disolver todo y mezclar( esterilizar)

Preparacion de PBS

Solucion A

13.73 g de fosfato dibasico Na,;HHPO, aforar a 600 ml con agua destilada
homogenizar y retirar 30 ml para quedar 570 ml

Mezclar la solucion A y B agregar 17 g de Cloruro de sodio homogenizar
y esterilizar.

( al final debe tener un pH de 7.2)
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Preparacion de los colorantes de la tincién de Kinyoun

Carbolfucsina; disolver 4 g de fucsina basica en 20 ml de etanol, 90-
95% y afiadir 100mi de fenol at 9% ( 9 g de fenol disuelto en 100 ml de
agua destilada), afiadir de 5 a 6 gotas de tergitol No. 7 y mezclar bien.

Alcohol acido: afiadir lentamente 3 ml de HCL concentrado a 97 mi de

etanol 90-95%, en este orden puede haber desarrollo de calor.

Azul de metileno: Disolver 0.3 g de cloruro de azul de metileno en 100

ml de agua destilada.
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ANEXO0 2

PREVALENCIA DE Cryptosporidium parvum EN PACIENTES
INFECTADOS POR VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA.

Registro
Nombre
Edad Sexo
Fecha Estado civil
Factores de Riesgo
Si No
Homosexual () ()
Heterosexual ) ()
Bisexuales () ()
Si No
Presenta diarrea () () Tiempo de
duracion
Dolor intestinal () ()

Cuenta de linfocitos CD4
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ANEXO 3

PREVALENCIA DE Cryptosporidium parvum EN PACIENTES
INFECTADOS POR VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

Nombre

Direccion

Teléfono

Desea participar en el estudio SI( ) NO ()

Firma de consentimiento para traer muestra de heces para la identificacion de
Cryptosporidium parvum al Laboratorio del Hospital General Regional # 25
del IMSS.
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