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“Les dijo: Un sembrador sali6 a sembrar. Y al sembrar, una
parte de la semilla cay6 en el camino, y las aves se la
comieron.

Otra parte cay6 entre las piedras, donde no habia mucha
tierra; esa semilla broté...pero, el Sol la quemo.

Pero otra parte cayo en buena tierra...” (Mateo 13, 3.8)

Esta es mi tierra, Sefior. Aqui he recibido tus semillas.
Algunas se han perdido entre las piedras y otras han caido
en tierra buena. Dame tu amor y tu consejo para rendir

una abundante cosecha. En ti pongo mi confianza
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1. RESUMEN

Hablar hoy de las enfermedades y de su emergencia, puede introducirnos en un
fascinante viaje al pasado y a la historia del hombre desde que posee la cronologia de su
existencia. Es por mucho un tema vasto y complejo, en el que participan un sin nimero
de factores que como piezas sueltas van dando forma a un rompecabezas de la vida
natural y al género humano. Ha sido la experiencia y la observacion, lo que en principio
ayudaron al hombre a identificar que podia padecer ciertos “males” que llamé
enfermedades y mas tarde infecciones, y con ese conocimiento empirico fue clasificando
a las mismas, las causas que las originan, y las consecuencias que producian entre ellos.
En la actualidad se necesita de la participacion de muchas ramas de la ciencia para poder
entender la interrelacion de todo lo que participa en una enfermedad, podemos acudir
desde luego a un Médico, a un Bidlogo, a un Quimico, a un Médico Veterinario, por
mencionar solo algunos, pero entender hoy un padecimiento involucra muchas manos,
muchos ojos y muchas cabezas, que ayuden a determinar la compleja relacion entre el o

los factores que producen una enfermedad y sus consecuencias.

Las enfermedades emergentes son padecimientos infecciosos de elevada
incidencia en las Ultimas dos décadas. Estas se identifican con diversas etiologias;
pridnica, viral, bacteriana, micética o parasitaria; actuando en diferentes poblaciones de
riesgo, con diferentes vias de transmision y epidemiologia.

En la actualidad las enfermedades parasitarias han mostrado un notable aumento de
incidencia entre distintas poblaciones. El fendmeno de emergencia de estas infecciones se
ha ligado a cambios ecoldgicos que han provocado la transformacién de ecosistemas y
esto aunado a la produccién de bienes, servicios y alimentos para la compleja
sobrepoblacién mundial, han afectado la salud publica en todos los rincones de la tierra.
Asi mismo los hébitos del hombre han favorecido nuevas condiciones patoldgicas y
bioldgicas que predisponen al oportunismo.

Con frecuencia ante un proceso intestinal mas o menos rebelde, el médico suele solicitar
simplemente “estudio de parasitos”, sin mas indicaciones u orientacién hacia sus

sospechas. Tampoco se suele advertir al paciente, de la necesidad de ir previamente al



laboratorio, para que le sea suministrado el material necesario para una correcta

obtencién y conservacion de la muestra. Lo anterior suele explicar el porque de muchos
resultados falsamente negativos. En este sentido y en linea con las actuales necesidades
se observa que dentro del campo de la Parasitologia es indispensable un analisis de

laboratorio riguroso de las muestras para su correcto diagndstico.

Es imprescindible el desarrollo de estrategias de prevencion y control de las enfermedades
emergentes (parasitosis, micosis, viriosis, etc.), por medio de intervenciones eficaces
basadas en investigaciones practicas y realistas que deben ser estudiadas desde distintos

ambitos.

En el ambito del laboratorio clinico, cotidianamente el analista se encuentra ante la
dificultad de diagnosticar y precisar adecuadamente el agente etioldgico que origina el
padecimiento a elucidar y ello se debe en gran medida a que no cuenta con la
informacién, ni con los materiales y métodos mas adecuados que le permitan
implementar un eficiente diagndstico clinico. La ciencia y la tecnologia han desarrollado
en las Ultimas dos décadas, procedimientos innovadores para el estudio de estos
parasitos, sin embargo esta informacion, es poco accesible y suele estar fuera del alcance
de la mayoria. Las estadisticas a nivel mundial, muestran el incremento de las
enfermedades parasitarias emergentes. México, como muchos paises en desarrollo es un
“paraiso” para la proliferacion de éstos gérmenes De ahi que surge la imperiosa
necesidad de contar con un manual clinico y de diagnéstico por el laboratorio actualizado
y que proporcione clara y detalladamente, mas de un método de analisis en la bisqueda

de parasitos emergentes.

El presente trabajo se ocupa solo de un pequefio, pero no menos importante nicho del
problema; microorganismos parasitarios. El tema central desarrollado se avoca a 8
agentes de enfermedades infecciosas que estan consideradas como parasitosis
emergentes y que son de particular importancia en nuestro pais. El presente trabajo
pretende ser una guia practica que describa la informacién, materiales y métodos de
analisis de laboratorio necesarios que le permitan identificar dichas parasitosis.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Proponer una guia practica sobre distintos métodos de analisis por el laboratorio
para lograr el diagnostico de distintas parasitdsis causadas por protozoarios y que
estan consideradas en la actualidad como padecimientos emergentes o
reemergentes, dirigido al sector salud, en especifico a los técnicos, quimicos y
personal de laboratorio clinico de las distintas dependencias de salud publica y
privada. Esto con el proposito de evitar diagndsticos erréneos que no permitan
detectar el agente causal de un padecimiento y prolonguen un cuadro de

enfermedad.

Objetivos Particulares

a)

b)

Dar a conocer la importancia que presentan las enfermedades parasitarias
causadas por protozoarios en las Ultimas dos décadas, asi como su incidencia y

prevalencia en aumento en los ultimos afos.

Dar a conocer los aspectos particulares de cada una de estas parasitdsis afin de
comprender mejor la clinica y los cuadros criticos que se presentan, ya que seran
fundamentales para dirigirse a la mejor técnica de diagndstico que ponga de

manifiesto la presencia del parasito.

Brindar diferentes técnicas de diagndstico que le permitan al encargado de la
realizacion de los estudios por el laboratorio, elegir el método mas adecuado de
acuerdo con las propias capacidades de instrumentacion y personal que cuente en

el laboratorio en cuestion.



INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES

Las enfermedades infecciosas han afectado al género humano desde los comienzos de
la civilizacion. Desde sus inicios el hombre padecié las mismas enfermedades que los
primates en las areas tropicales y con el tiempo aprendié que al alejarse de dichas zonas
y al estar bajo otras condiciones climaticas fue menos susceptible de padecer las
infecciones antes contraidas:

Mas tarde la agricultura fue la fuente fundamental del alimento del hombre, y con el
desarrollo de la misma fueron estableciéndose poblaciones que al incrementarse trajeron
determinados habitos que influyeron en la diseminacion de los microorganismos
infecciosos, a través de un contagio directo de individuo a individuo. Con este
advenimiento, los seres humanos se convirtieron en reservorios de diversos agentes que
permanecieron y evolucionaron de tal suerte que tanto animales, agua y alimentos

contaminados se identificaron como potenciales fuentes de infeccion.

El Progreso y la civilizacion se tradujeron en una intensa diseminacion de enfermedades
infecciosas. Las caravanas de comerciantes, los exploradores y los conquistadores,
trajeron consigo patdégenos antes desconocidos al nuevo mundo. Surgieron asi las
primeras epidemias de plaga, viruela, tifoidea etc. que alteraron en mas de una ocasion el
curso de la historia. @

El conocimiento del control de estos padecimientos fue posible gracias a los trabajos de
Robert Koch y Luis Pasteur con el estudio de las enfermedades y sus agentes causales.
Con los primeros destellos del estudio cientifico de las observaciones que realizaron y con
los primeros instrumentos y técnicas de estudio, fue posible aislar e identificar los agentes
etiolégicos de distintos padecimientos. Asi también se identificaron los ciclos bioldgicos,
la epidemiologia y la historia natural de cada agente fueron descritas con el paso de
muchas décadas, y con todo ello se lograron mantener y controlar estas enfermedades en
el ser humano. Mas tarde comenzaron a desarrollarse las medidas preventivas que
contribuyeran al control de las enfermedades, por ejemplo el tratamiento del agua,

campanas de reduccion en la poblacion de roedores y el control de otros vectores.



Al inicio del siglo XX, los principios de vacunacién se establecieron de manera empirica

por Edward Jenner, y mas de 100 afios después estas teorias comenzaron a dar frutos.
Los antibidticos fueron descubiertos y muchos desinfectantes fueron desarrollados. Todas
estos avances lograron un decremento importante en la incidencia y prevalencia de

muchas afecciones producidas por diversos microorganismos.

La eliminacidn de la viruela en 1977, constituyd un invaluable logro en la lucha contra las
infecciones y padecimientos. Sin embargo, muchas afecciones han persistido con una
marcada habilidad para re-surgir después de largos periodos de absoluto o mediano

control.

La década pasada ha sido la més azarosa en la larga historia de las enfermedades
infecciosas. Hay muiltiples indicadores de esos casos y del ritmo con que ha crecido
nuestro conocimiento. El nimero de las publicaciones pertinentes indica un crecimiento

explosivo de dichas enfermedades.

Las personas que viven en climas tropicales continGan siendo tan vulnerables a diversas
infecciones como lo fueron sus primeros ancestros. Por ejemplo, cada afio mas de un
millén de nifios mueren de malaria en el Africa.

En América Latina el Cdlera resurgié como enfermedad infecciosa, después de haberse
mostrado casi ausente desde hace 90 afos, hasta que fue reintroducida al Pert en el afio
de 1991. A partir de ese momento mas de un millén de casos de cdlera fueron reportados
en no menos de 20 paises de la region.

Brotes recientes subrayan las potentes y repentinas apariciones de infecciones en grupos
humanos que normalmente no eran afectados. En los Estados Unidos, una contaminacion
del agua municipal en el Estado de Milwaukee, Wisconsin, en 1993, resulté en un brote de
Cryptosporidiosis que afectd acerca de cuatrocientas mil personas, de las cuales

aproximadamente cerca de 4,400 requirieron hospitalizacion

Nuevas enfermedades infecciosas, regularmente con un impacto en la salud pablica poco

estudiado o practicamente desconocidos, continlan apareciendo. Nuevos agentes



etiologicos van siendo identificados gracias al desarrollo tecnoldgico que permite aislar e

identificar microorganismos que no pueden ser cultivados.
ENFERMEDADES EMERGENTES.
Pero éQué es una enfermedad emergente?.

La Organizacion Panamericana de la Salud define “enfermedades emergentes” como
aquellas enfermedades infecciosas cuya incidencia ha aumentado en las Ultimas dos
décadas. Se identifican con diversas etiologias: pridnica, viral, bacteriana, micética o
parasitaria; en diferentes poblaciones de riesgo, con diferentes vias de transmision,
historia natural y eco-epidemiologia. Como “reemergentes”, figuran aquellas afecciones
infecciosas conocidas que reaparecen después de una disminucion significativa de su

incidencia”

Cuadro 1. Enfermedades emergentes y reemergentes agrupadas segln agente etioldgico 57

Virles | Bacterianas | Parasitarias |  Micdticas
Arenavirosis ** || Célera Blastocistosis | Aspergilosis
Dengue | Cdlera (0139) | Criptosporidiasis || Candidiasis
EEB/CJ *** | Difteria Ciclosporiasis | Criptococosis
Fiebre amarilla || Enfermedad de Isosporiasis Feohifomicosis
Fiebre del valle del [Lyme Leishmaniasis Hialohifomicosis

Rift | Enfermedades por | Microsporidiasis | Histoplasmosis
Fiebre Ebola |resistencia Paludismo Pneumocistosis
Hantavirosis lantibidtica resistente Zigomicosis
Hepatitis C Fascitis Pediculosis
Rotavirosis |necrotizante Sarna
Sida | Legionelosis Toxoplasmosis

Peste

Sindrome urémico
hemolitico

Tuberculosis

** Virus Junin Guanarito Sabid Machupo Lassa. *** Encefalopatia espongiforme
bovina/Creutzfeld Jacob.




¢Qué promueve la incidencia de estos resurgimientos?

Muchos factores contribuyen a estos numerosos y cada vez mas frecuentes brotes
epidémicos. En vastas regiones de Latinoamérica por ejemplo, las inversiones en salud
publica han ido reduciéndose y empobreciéndose afio con aio, como consecuencia de las
recesiones economicas y los cortos presupuestos del sector publico destinados a la salud
de sus poblaciones. La sobrepoblacion que afecta a paises en desarrollo trae como
resultado condiciones de vivienda inadecuadas, de hacinamiento, con insuficientes o
incluso inexistentes medidas sanitarias, y al mismo tiempo las presiones comerciales han
orillado a una invasion por parte de nuevas poblaciones hacia lugares endémicos de

nuevos agentes y portadores de infeccion.

Los factores responsables incluyen cambios ecolégicos, como los que se producen a causa
del desarrollo econémico o agricola, o anomalias climaticas ®; cambios demogréficos y
comportamiento humanos; transporte y comercio; tecnologia e industria; adaptacion y
cambio de los microbios; y fracaso de las medidas de salud publica. En la actualidad los
reportes e informes médicos toman importancia y estudian las enfermedades infecciosas
de acuerdo a los factores que estan relacionados con su emergencia.

Cuando se estudian las EIE, muchos distinguen entre una multitud de fenémenos que
estd directamente relacionada con acciones humanas—desde técnicas de laboratorio
mejoradas y descubrimiento cientifico hasta "desarrollo" econdmico, el calentamiento
global, y las deficiencias en la salud publica—y otro grupo de fendmenos, mucho menos
frecuente, relacionado con cambios de los microbios mismos. El estudio detallado de las
mutaciones microbiales suele mostrar, otra vez, que las acciones humanas han
desempefiado un importante papel en la ampliacion de la patogenicidad o el incremento

de la resistencia a agentes antimicrobianos.




Cuadro 2 @

FACTORES QUE PROMUEVEN LA EMERGENCIA O REEMERGENCIA DE LAS ENFERMEDADES
* Cambios ecoldgicos y climaticos
* Sobrepoblacion y cambios demograficos y de migracion entre los pueblos
* Comportamiento humano;

- guerras y conflictos civiles

- decadencia urbana

- habitos sexuales

uso de drogas intravenosas

* Comercio internacional
- Movimiento de mercancias y personas a través del todo el mundo

* Industria y Tecnologia
- Globalizacién de los suministros de comida

* Transplante de 6rganos y tejidos
- Farmacos asociados a transfusiones que promueven la inmunosupresion

*  Uso inmoderado de antibioticos

* Adaptacion y evolucion de los microorganismos y su resistencia ante los antibidticos.

* Deterioro de las medidas de salud publica
- Reduccion de presupuestos para programas de prevencion y control de vectores, e
inadecuadas medidas de sanidad.

¢Tiene alguna implicacion de tipo social o racial, el fendmeno de las enfermedades

emergentes?

Tanto en ciudades de paises desarrollados y subdesarrollados como por ejemplo Harlem
en Estados Unidos y Bangladesh en la India se reportan datos que indican que las
principales causas de mortalidad son las enfermedades infecciosas y la violéncia. *©

El estudio de todo fendmeno emergente suele ser dinamico. Sin embargo, en poblaciones
heterogéneas, el propio concepto de emergencia plantea problemas de analisis que rara
vez son enfrentados. No todas las teorias sobre la produccion social de las enfermedades
son igualmente sensitivas a la importancia del grado en que la posicién econdmica y

(11)

social—la desigualdad—influye en el riesgo de infeccion. Es evidente que existen
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grupos de personas que se ven mas expuestas a contraer una enfermedad infecciosa,

gracias a una sere de factores que ya hemos mencionado, y tambien a la marginacion
social y econdmica que sufren estas personas. México se encuentra en la linea media
entre los paises desarrollados y los que estan subdesarrollados, pero igualmente presenta
cifras que debieran llamar mas la atencion de las autoridades de salud y de la poblacion
en general. Segln el informe realizado por parte de la Secretaria de Salud del afio 2001,
las enfermedades infecciosas intestinales ocupan el decimo quinto lugar como causas de

mortalidad general, y al mismo tiempo ocupan el cuarto lugar de causa de mortaliad

infantil. (ver apéndice ©)

Para entender la complejidad de las preguntas—médicas, sociales, y de comunicacion—
asociadas a la emergencia de una enfermedad de la vista publica, podemos considerar
como ejemplo el SIDA. A comienzos de la década de los 80, funcionarios de salud
informaron al publico que el SIDA habia emergido probablemente de Haiti. Aunque esto
resultd equivocado, el dafio provocado a la industria turistica entre otras, ya se habia
hecho, como resultado se agudizaron los problemas de pobreza, desigualdad,
vulnerabilidad a las enfermedades, en ese pais y en todo aquel que se dijera tener algin
vinculo con aquella nacién y obstaculizé los esfuerzos para brindarles servicios de salud
publica. 2

Desde entonces, la enfermedad provocada por el VIH ha sido la infeccion méas estudiada
en la historia de la humanidad. Sin embargo, algunas preguntas han recibido mas atencion
que otras. Tampoco han sido bien estudiadas las consideraciones sobre la dinamica de la
gran epidemia.  El SIDA ha sido una epidemia de sorprendente regularidad. Pese a que
las advertencias de las autoridades de salud publica insistan en que "el SIDA es para
todos," es evidente que algunos corren mas riesgo de ser infectados con el VIH que otros.
Buena parte de la propagacion del VIH en los 70 y 80 ocurrié a lo largo de "lineas de
defecto" internacionales, definidas por las abruptas pendientes de la desigualdad, las

cuales son también caminos del trabajo de inmigrantes y del comercio del sexo. **

Ademas, aunque el SIDA ocasiona la muerte a casi todos los infectados con el VIH, el
curso de la enfermedad varia, lo que ha dado lugar a la blsqueda de centenares de otros
factores contribuyentes, desde Mycoplasma y lesiones genitales ulceradas, hasta ritos

9
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vud( y predisposicion psicologica. Asociados a pacientes infectados con VIH, se han
reportado numerosos cuadros diarreicos en los cuales se han identificado a agentes como
Cryptosporidium vy Microsporidia (Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon hellem, y

Encephalitozoon [forma Septata) intestinalis). ¥

Sin embargo, ninguna conexion ha podido explicar de manera convincente las
disparidades en la distribucion o en el resultado de la enfermedad causada por el VIH. Los
Unicos factores combinados que han sido bien demostrados son las desigualdades
sociales, que han estructurado no solo los contornos de la epidemia del SIDA, sino

también el curso de la enfermedad desde el momento que el paciente es infectado.

En Junio de 1995 la Organizacién Panamericana de la Salud realizd un congreso con
expertos internacionales para discutir estrategias para la prevencién y el control de estas
enfermedades. Y como resultado de dicha reunion  se prepard un Plan de Accién
Regional que fuera capaz de proveer a los paises que integran dicha organizacion, una
guia de estrategias para la deteccion, identificacion, respuesta y control ante nuevos
brotes de enfermedades infecciosas de caracter emergente o reemergente.

En los paises de primer mundo estos esfuerzos van de la mano con el avance cientifico y
tecnoldgico que caracteriza a estas naciones. Pero en paises como el nuestro en vias de
desarrollo y en muchos otros que aln se consideran subdesarrollados, los esfuerzos por
enfrentar la problematica de las enfermedades emergentes deben ser constantes.
Necesitamos sistemas articulados y multidisciplinarios; los médicos y el personal de
distintas instituciones del sector salud necesitan trabajar en conjunta colaboracion; asi
mismo los responsables de los programas de medicina publica necesitan la pronta
participacion de médicos veterinarios que son un eslabon fundamental en la comprension
de la ecologia y biologia tanto de los vectores como de agentes zooticos de enfermedades
infecciosas, que ofrezcan técnicas epidemioldgicas y de deteccion modernas en diferentes
sectores de salud que permitan una rapida identificacion de las enfermedades que
emergen o reemergen con gran voracidad. Se necesitan programas dirigidos a médicos
y a los profesionales de los laboratorios clinicos; (con equipos, técnicas actualizados y
personal bien capacitado) para integrar un buen sistema de vigilancia sanitaria al

respecto.
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3.2 AMBITO PARASITOLOGICO

La parasitologia es la “ciencia que trata de la coexistencia de organismos

heteroespecificos o de la relacion (simbiosis) hospedador-parasito”. Ciencia que estudia el
parasitismo y los parasitos desde diversos puntos de vista. **
Esta definicion se aplica en un sentido general a grupos de organismos como bacterias,
hongos, virus, espiroquetas, entre otros; Sin embargo como hoy entendemos a la
Parasitologia, es la rama de la medicina que se avoca al estudio de los Protistas, Helmintos
y Artropodos entre otros, que viven en humanos, plantas y animales. Es por todo ello que
surgen las disciplinas afines a Ella y que podemos entonces dividir por grupos en:

e Protozoologia

e Helmintologia

« Nematologia agricola

e Entomologia médica

e Malacologia médica

e Acarologia médica y otras.

En los Ultimos 20 afios este avance ha sido vertiginoso en todas sus ramas, lo que ha
generado un cimulo de informacion que necesita clasificarse adecuadamente para poder

asi sacarle un mejor provecho.

Por otro lado existen diferentes asociaciones entre el huésped y parasito, a continuacion

se mencionan algunas de ellas con su significado: ¥

- Comensalismo: Uno de los seres vivos funciona como huésped sin recibir ni perjuicio
ni beneficio, mientras que el otro asociado se procura casa y sustento del huésped.

- Simbiosis. ambos organismos reciben beneficio y existe una dependencia forzosa y
necesaria para la supervivencia mutua.

- Parasitismo: asociacion en la que un organismo deriva todo el beneficio de la

asociacion para si y ademas le causa dafo al huésped.

11



PROTOZOOS, CLINICA Y DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO

De las asociaciones anteriormente citadas podemos ver que no todos los parasitos
son causa de enfermedad. Aquellos que si lo hacen son considerados patégenos, y la
severidad de los sintomas que produzca dependera de la virulencia del mismo o de
ciertas condiciones del propio huésped. Como ejemplo tenemos a Cryptosporidium y
Enterocytozoon, parasitos que en un principio fueron encontrados en pacientes inmuno-
deficientes ya que en ellos se amplificaba su sintomatologia, después de estos primeros
estudios se encontro que también afecta a huéspedes inmuno-competentes pero que
dificilmente presentaban signos de infeccion, se comprendié entonces que estos parasitos
han acompanado al hombre en su historia, pero por los pequenos o imperceptibles signos
mostrados se desconocia su patogenicidad, ahora estos parasitos son considerados

emergentes y algunos autores los consideran parasitos de nuevo reconocimiento.

PARASITOSIS Y ENFERMEDADES ASOCIADAS

EPIDEMIA MUNDIAL: EL SIDA

La actual epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) recalca la
imperiosa necesidad de tener un mejor conocimiento de las infecciones parasitarias,
diagnésticos mas adecuados y una constante vigilancia de patégenos que normalmente
no esperamos encontrar en humanos pero que ante las condiciones de supresion
inmunoldgica que conlleva esta enfermedad los hace susceptibles de infeccion. Como
ejemplo de lo anterior tenemos el caso de las especies de Microsporay Apicomplexa que
en la Ultima década se presentd en pacientes inmuno-comprometidos en su gran mayoria
y también en inmuno- competentes.
Sin embargo existen otros padecimientos como la  hipogammaglobulinemia y la

achlorhydria, que igualmente debilitan el sistema inmune del hombre.

Entre otras importantes causas que predisponen a una infeccién por parasitos
oportunistas encontramos; efectos cito-toxicos de radiaciones, terapias prolongadas con

corticoesteroides, farmacos usados ante un transplante de érganos.
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La malnutricion puede, aunado a estos factores, determinar la severidad de las
infecciones.

Factores raciales también se ven involucrados en la predisposicion de estos padecimientos,
tal es el caso de los africanos quienes muestran un decremento en su cuenta total de
células T y T-cooperador proporcionales a su edad, y que los hace vulnerables a adquirir
mayor cantidad de enfermedades.

Cierto es que los habitos que va adquiriendo el género humano lo predisponen a adquirir
ciertas patologias, ejemplo de ello son los homosexuales en los cuales se ha reportado
que en aquellos que practiquen sexo oral-anal, presentan mayormente infecciones
provocadas por Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Enterocytozoon bieneusi y otros

microorganismos no patégenos.

En pacientes con SIDA es comuln desarrollar infecciones oportunistas provocadas por
parasitos con organismos que son selectivos a cierta deficiencia de linfocitos CD4*. Entre
estos podemos mencionar: Apicomplexa (Cryptosporidium, Isospora, Toxoplasma, y
Cyclospora), y Microspora ( Enterocytozoon, Encephalitozoon, Vittaforma, Plestophora,
Trachipleistophora, etc)

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

El diagnostico de parasitos es complicado. La identificacion de estos organismos
requiere un alto grado de entrenamiento por parte del personal que labora en los
laboratorios, ya que tiene que estar familiarizado con los métodos de analisis y porque

debe estar en constante actualizacion médica.

La tecnologia ha permitido el avance de técnicas diagnosticas; estudios por imagenes
como tomografias por computadora, ultrasonido, y endoscopias entre otros permiten
diagnosticar padecimientos como la cisticercosis, y la fasciolasis. Estas técnicas permiten
la visualizacion no solo de las lesiones propias del padecimiento, sino que también

permiten la identificacion del parasito.
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Por otro lado estan las determinaciones directas, como el estudio de las heces en donde
se pone de manifiesto la presencia o ausencia del parasito de interés, o de otros

organismos.

Las pruebas serologicas nos indican la presencia de anticuerpos especificos contra el
parasito en estudio, mas NO nos constatan el curso de la infeccion. Las pruebas
seroldgicas estan indicadas en infecciones en donde el parasito se localiza en tejidos o
cuando se sabe que es muy dificil accesar a una determinacion por observacion directa.
Las nuevas y recientes técnicas de analisis con DNA aln no estan lo suficientemente
desarrolladas, ni son muchas las personas que tienen el suficiente conocimiento para su
aplicacion, pero debemos decir que su especificidad es notable y que es hacia donde se
inclina el desarrollo en materia de diagndsticos parasitoldgicos. Sin embargo estas

metolologias son costosas y se necesita de mucha infraestructura.

PREVALENCIA PARASITOLOGICA

En nuestro pais, las afecciones intestinales que son objeto de consulta, las cuales incluyen
alguno de los padecimieintos aqui mencionados; representan un gasto econdmico
considerable para el Estado y para las familias de los afectados; Ya que estan
considerados entre las principales causas de mortalidad en nuestro pais, asi lo ha
reportado la propia Secretaria de Salud en su informe del afo 2001, donde se
consideran entre las primeras 20 causas de mortalidad y de egresos hospitalarios de ese

mismo afno.

Los helmintos y los protozoos constituyen dos de los grupos de mayor incidencia en
enfermedades oportunistas emergentes. *® El presente trabajo se avocara al segundo.

De las parasitosis emergentes que a continuacion se mencionan solo estudiaremos las
parasitosis que por diversas causas no se ha hecho hasta el dia de hoy un trabajo que

recopile la informacién necesaria en cuanto a la clinica y a la metodologia diagndstica de
14
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las mismas; las parasitosis que observamos marcadas con asterisco como es el caso de

Balantidium coliy Giardia lamblia quedan fuera de esta revision.

o BABEIOSIS

e BALANTIDIOSIS *

e BLASTOCISTOSIS

o CRIPTOSPORIDIOSIS
o CYCLOSPORIOSIS

e GIARDIASIS *

e ISOSPORIASIS

e MICROSPORIDIOSIS

e NAEGLERIASIS vy
ACANTAMIBIASIS

Los parasitos responsables de las infecciones anteriormente sefialados los podemos

agrupar de acuerdo a su propia clasificacion como sigue.

PHYLLUM

* Apicomplexa

*

Ciliophora

* Microspora

* Sarcomastigophora

*

Sarcomastigophora

(15, 17)
GENERO
Babesia, Cryptosporidium, Cyclospora,
Isospora
Balantidium

Encephalitozoon, Enterocytozoon, Vittaforma,
Nosema, Plestophora y Trachipleistophora

Blastocystis, Giardia

Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia
(Amibas de Vida Libre)

Y del modo en como estan agrupados, sera el estudio y descripcion que de ellos se haga

en el presenta trabajo, asi como las técnicas de laboratorio que permitan el diagndstico de

las mismas.
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4. DESARROLLO CLINICO DE LAS PARASITOSIS

4.1 Intestinal Apicomplexa

Existen numerosos microorganismos parasitos que presentan una caracteristica muy
particular y definida, que permite agruparlos y clasificarlos dentro de un Phylum que se
cred en exclusiva para ellos, el Phyllum APICOMPLEXA; lo que los distingue es el
complejo apical, que es un complejo que se localiza en la parte anterior del cuerpo y esta
presente en uno 0 mas estadios de organismo en su ciclo de vida. Su funcién principal es
sujetarse y proveerse de una ruta de entrada a la célula huésped. Todos los organismos
colocados dentro del Phyllum Apicomplexa son parasitos intracelulares en algin punto de
su ciclo celular, *®

Los parasitos que pertenecen a él presentan una amplia distribucién entre animales y
humanos, y en cuanto a la mortalidad y morbilidad que producen puede encontrarse
NUMErosos casos reportados.

A continuacion se presenta un cuadro con los organismos que integran este grupo.

Cuadro 3 1®

“hylum: Apicomplexa
Coccidia
Orden: Eucoccidia
Familia: Cryptosporidiidae
Género: Cryptosporidium
Familia: eimeriidae
Géneros: Isospora Yy Cyclospora

Familia: Sarcocystidae
Géneros: Sarcocystis y Toxoplasma
Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium
Orden: Piroplasmodia
Familia: Babesiidae
Géneros: Babesia y Entopolypoides
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No todas las especies que se incluyen en el cuadro son causantes de parasitosis
emergentes, Unicamente las que se encuentran subrayadas, y sobre ellas trataréd este

capitulo.

Generalidades

Todos los apicomplexos poseen estados de reproduccion tanto femeninos como
masculinos y pueden reproducirse de manera sexual o asexual de manera alterna entre

una y otra generacion en uno o dos huéspedes.

La reproduccion asexual se-conoce como esquizogonia proceso por el cual el nucleo del
trofozoito intracelular se divide cierto nimero de veces y a un determinado tiempo,
después del cual cada nucleo adquiere una pequefia porcion de citoplasma para formar
un organismo independiente, el merozoito. Los merozoitos son liberados después de la
ruptura celular y entran a otras células para repetir dicho ciclo.

La reproduccion sexual o esporogonia involucra la produccion de dos formas sexuadas
que se desarrollan de merozoitos, conocidas como microgametocitos y
macrogametocitos, o masculino y femenino, respectivamente. Estas formas sexuadas se
unen para producir un zigoto que se desarrolla posteriormente en un ooquiste, y
finalmente en los estados infectivos conocidos como  esporozoitos. 'Y  Los esporozoitos
pueden permanecer en los ooquistes como la mayoria de las especies intestinales, o
pueden ser liberados de los ooquistes para ser inoculados como vectores biolégicos dentro
de el préximo huésped como en los parasitos de la malaria.

Este esquema general de ciclo celular presenta variaciones que se van aplicando a cada
especie. Estas variaciones incluyen el nimero y tipos de huéspedes en donde las especies
se desarrollan, el tipo de célula donde ellos crecen y la presencia o ausencia de algunos
estados en el ciclo de vida. ‘¥
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4.1.2 BABESIOSIS

Babesia spp

Introduccion

La Babesiosis es producida por un hemoparasito del género Babesia. A pesar de que
mas de 100 especies han sido reportadas, solo unas cuantas se han identificado como
causantes de infectar al humano. Babesia microti y Babesia divergens han sido
identificadas en la mayoria de los padecimientos humanos, pero algunas variantes han
sido reportadas en los Ultimos afios. Poco se sabe acerca de la ocurrencia de las especies
de Babesia en las dreas endémicas de malaria donde Babesia puede facilmente ser
erréneamente “diagnosticada” como Plasmodium. >V

- - L
2 ‘;’.'@@?’ A}‘ ﬂ (a) Fotografia de un frotis

.' < de sangre de hamster tefiida

g0 e
2B\ (_;

con Giemsa que muestra las

@ células sanguineas infectadas

' ;a :“ con el mds reciente e
o Jr ﬁ.ﬂ‘ @ t"‘“ identificado aislado de Babesia
20.0.da@aY was @

Fiqura 1. @

Nétese la forma tétrada del pardsito; la forma con la cual se identifica a Babesia
y se le distingue de infecciones de malaria diagnosticadas igualmente mediante frotis
sanguineos Yy tefiidos. Ambas formas del parasito pueden observarse; formas anilladas
(flechas moradas) y formas tétradas (flechas azules). @

La Babesiosis es una parasitosis trasmitida por un artrépodo como la garrapata y que
provoca sintomas como los de la Malaria y la Anemia Hemolitica.

Pacientes de edad avanzada o inmunocomprometidos, se encuentran en un alto riesgo de
adquirir la enfermedad con severidad; sin embargo la Babesiosis también puede ser seria
en pacientes con un estado inmunoldgico normal.
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La Babesiosis esta considerada como una enfermedad emergente y un problema de
salud publica en los Estados Unidos de Norte América, con reportes de alta incidencia de
este padecimiento y en algunos casos fatales en areas donde el riesgo a la infeccion no

habia sido identificado previamente.

Hasta hace poco, las infecciones por Babesia en humanos en este pais se han
atribuido a Babesia microti, parasito proveniente de roedores. Sin embargo los Ultimos
reportes sugieren que la Babesiosis humana en Norte América puede ser causada por

parasitos de Babesia que son antigénica y genotipicamente distintos de Babesia microti.
(22-24))

Clasificacion Taxonomica

» Phillum ; Apicomplexa
» Orden; Eucoccidia
» Familia; Babesiidae
» Género; Babesia microti

Morfologia

o Parasito intra-eritrocitico
o .Organismos pleomdrficos, algunos en forma de anillos (0.9-2.2 um),y otros de

forma tétrada. ®
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Ciclo Biologico de Babesia microti
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El ciclo celular de Babesia microtiinvolucra a dos hospederos, entre los cuales estan el
roedor, primordialmente el raton blanco (Peromyscus leucopus) y la garrapata. Durante
un almuerzo de sangre, la garrapata o acaro infectado con Babesia, introduce esporozoitos
al interior del raton @. Los esporozoitos alcanzan los eritrocitos y se desarrollan en el
interior de manera asexual €. En la sangre, algunos parasitos logran diferenciarse en
gametos, masculino y femenino aunque estos no pueden ser distinguidos a la luz del
microscopio éptico. ©. El hospedero definitivo es la garrapata o acaro, en particular la
garrapata del ciervo, Ixodes dammini (I. scapularis). Una vez ingeridos por el acaro
apropiado ©, los gametos se unen y experimentan un ciclo esporogdnico que resulta en
la formacion de esporozoitos €. La transmision transovarica también conocida como
vertical o hereditaria, ha sido documentada para una gran numero de especies de
Babesia, pero no para la pequefia como 8 microti EN.
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El humano ingresa al ciclo cuando es mordido por un &caro infectado. Durante la
hemofagia, el acaro infectado introduce los esporozoitos en el nuevo huésped @. Los
esporozoitos entran a los eritrocitos B y sufren una reproduccién asexual @. La
multiplicacion en la sangre de los estadios del parasito son los responsables de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. El humano es para fines practicos el
hospedador final del parasito. Sin embargo no podemos descartar la transmision de
persona a persona mediante una transfusion sanguinea que como bien sabemos llega a

ser algo frecuente y comin. @&, 2

Nota: El ciervo es el hospedador del cual la garrapata adulta se alimenta, asi
que de manera indirecta puede considerarsele dentro del ciclo bioldgico de
Babesia. Cuando aumenta la poblacion de ciervos, de igual forma aumenta
la poblacion de garrapatas intensificando el potencial de transmision para
Babesia.

Hospederos definitivos **

Peromyscus leucopus, Raton blanco

Microtus pennsylvanicus, Raton de campo

Humanos

Mandriles, macacos, monos capuchinos, titis (experimentalmente infectados).
Hamsters (experimentalmente infectados)

Caballos, perros y ciervos muestran resistencia a curar después de una infeccion.

VY'Y YYY

Hospederos intermediarios (vectores) **

» Ixodes scapularis , garrapata

21
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Distribucion Geografica y Epidemiologia

Mundial, pero poco se sabe acerca de la prevalencia de Babesia en los paises
endémicos para Malaria, donde facilmente se puede confundir y asociarse la afeccion a
Plasmodijum en lugar de Babesia. En Europa, la mayoria de los casos se deben a B
divergenes y ocurren en pacientes esplenectomizados. En Norte América B microti es
el agente mas frecuentemente identificado, encontréndolo también en individuos no

esplenectomizados.

Nota: Dos variantes llaman la atencion; diferentes especies discutibles y/o
disputables han sido reportadas en los Estados Unidos de América en los
estados de Washington y California (los del tipo WAL y relacionados) y en
Missouri (los del tipo MO1). ??

Manifestaciones Clinicas

La mayor parte de las infecciones son probablemente asintométicas como lo indican
estudios seroldgicos. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen fiebre
intermitente, escalofrios, sudoracion, mialgias, fatiga, hepatoesplenomegalia y anemia
hemolitica. Los sintomas aparecen de forma tipica después del periodo de incubacién que
oscila entre 1 y 4 semanas, y que perdura por varias semanas. La enfermedad es mas
severa en pacientes que se hayan inmunosuprimidos o esplenectomizados, y/o de edad
avanzada.

La infeccion provocada por B divergens tiende a ser un poco mas severa

(frecuentemente fatal si no es tratada apropiadamente) que la producida por B microt

donde la recuperacion clinica ocurre usualmente.
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Diagnostico de Babesia microti

El método diagnostico tradicional consiste en la examinacion al microscopio de un
tupido y delgado frotis de sangre tefiido con Giemsa. El esquema general de analisis es

el siguiente:

Toma de muestra

(Gota gruesa o Sangre periférica)

" Microscopia ™\

Tinciodn de Giemsa Tincion de Wright

Y r

[ Meétodos Moleculares (PCR) ]

[ Deteccion de anticuerpos por fluorescencia indirecta (IFA). ]

Inoculacién en animales o Xerodiagnéstico

Xenodiagnadstico:

Este es un procedimiento que etimoldgicamente significa el diagnostico con el extrafio
o extranjero. Se utiliza el transmisor u otro huésped diferente del hombre para que el

parasito se reproduzca y se localice en aquél. )

Inoculacion en Animales:

La inoculacion en animales es un método excelente para detectar infecciones de
flagelados y en general de parasitos de cavidades®®; como Babesia es un hemoparasito,
podemos utilizar este tipo de técnica para diagnosticarlo. Para realizar lograrlo, se realiza
lo siguiente: Se aisla al organismo por inoculacion de sangre del paciente en hamsters o
gerbos. Los animales inoculados con sangre infectada usualmente desarrollan la
enfermedad en un periodo de 1 a 4 semanas.
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Infeccion por Babesia microti |,
Frotis tefiido con Giemsa. @

_ El microorganismo se parece a
8 Plasmodioum  falciparum,  sin
embargo los pardsitos de Babesia
presentan numerosas variantes:
por ejemplo varian mas en su

forma y tamafo; y no producen

pigmento.

Infeccién por Babesia, frotis tefiido

con Giemsa. @

Fiqura 3

Deteccion de Anticuerpos

El diagndstico de Babesia debe hacerse mediante la deteccion del parasito en
muestras de sangre de los pacientes. Sin embargo la deteccion de anticuerpos es Util
para detectar la infeccion en individuos con niveles muy bajos de parasitemia (como
donadores de sangre asintomaticos), para el diagndstico después de una infeccion y
corroborar que ha sido erradicada gracias al tratamiento administrado, y para el
discernimiento de la infeccion contraida entre Plasmodium falciparum y Babesia en
pacientes cuya examinacion al microscopio es confusa y cuya historia clinica incluya
permanencia en zonas endémicas para el primero y no pueda ser clarificado.

El ensayo de anticuerpos por fluorescencia indirecta (IFA) utiliza a parasitos de B
microti como antigeno para detectar anticuerpos en 88-96% de los pacientes que cursan
infeccion con B microti. Las laminillas con antigeno del IFA son preparadas utilizando
eritrocitos parasitados y lavados producidos en ratén (hamsters).
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Los titulos de los pacientes generalmente se elevan a >1:1024 durante la primer
semana del padecimiento y declina gradualmente por encima de 6 meses a titulos de
1:16 a 1:256, pero puede permanecer detectable incluso a bajos niveles por un afio o
mas. Y La especificidad es de 100% en pacientes con otras enfermedades trasmitidas

por artropodos o personas no expuestas al parasito.

Reacciones cruzadas pueden ocurrir en especimenes de suero de pacientes con
infecciones de malaria, pero generalmente los titulos son mucho mas altos con el antigeno

homdlogo. El alcance de las reacciones cruzadas entre las especies de Babesia es

variable.
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4.1.3 CRIPTOSPORIDIOSIS

C-‘ryptosporfdfum sp

Introduccion

Critposporidium parvum estd considerado como uno de los seis mayores patégenos
oportunistas asociados a huéspedes inmunocomprometidos. Se trata de un protozoo
obligatoriamente intracelular el cual afecta de manera tipica las células intestinales del
huésped. Se ha dicho que Cryptosporidium pertenece a la familia de los coccidios y que
de 20 aios a la fecha ha cobrado una considerable importancia médica como un patégeno
para el hombre. ®
La primera descripcion de este parasito se le atribuye a E. Tyzzer, quien en 1907 lo
describié como un organismo asociado a una célula en la mucosa gastrica de un ratén. *”
Muchas décadas después, se le identific6 como un importante agente patégeno, que
causaba enteritis entre vacas y aves de corral.

La clasificacion taxonémica de Cryptosporidium se esclarece dia con dia. Ha sido
tradicionalmente puesto en linea con otros coccidios. A lo largo poco mas de un siglo
diversos estudios se han realizado para esclarecer de donde provienen estos organismos,
el conocimiento adquirido en ellos ha dado como resultado la siguiente clasificacion
taxondmica para Cryptosporidum:.

Phylum: Apicomplexa Levine, 1970
Clase: Conoidasida Levine, 1988
Subclase: Coccidiasina Leuckart, 1879
: Eucoccidiorida Leger and Duboscq, 1910
«len: Eimeriorina Leger, 1911

: Cryptosporidiidae  Leger, 1911
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Cryptosporidium parvum es por predominio un parasito de animales neonatos. Algunas
excepciones pueden ocurrir pero animales viejos logran esporadicamente desarrollar la

infeccion.

Por muchas décadas, se pensd que Cryptosporidium era un organismo patogeno y
oportunista que afectaba en exclusiva a animales, pero el primer caso reportado en
humanos ocurrio en 1976 en donde se encontrd en una pequefa de 3 afios de edad de
una poblacion rural en Tenesse quien cursaba una severa gastroenteritis que duré dos
semanas. *®)

Gracias al microscopio electrénico y las observaciones realizadas de la mucosa

intestinal, se descubrido que C parvum era una especie infecciosa también en humanos.
En la década de los 80's, la fuerte asociacion entre casos reportados de este
microorganismo y pacientes inmunosuprimidos trajo a Cryptosporidium al primer plano
como un patdgeno ubicuo.
Pronto el incremento en la poblacion de personas inmunocomprometidas y los numerosos
brotes de Cryptosporidiosis a través de una  contaminacion por quistes de
Cryptosporidium en fuentes de agua para consumo humano, (usualmente en agua
“potable”) lograron poner un énfasis a este patdgeno.

Poco se sabe acerca de la patogenicidad de nuestro parasito en cuestion, y
actualmente no se cuenta con un tratamiento efectivo que ayude a combatir a
Cryptosporidum. @V  Distinto a otros patdgenos intestinales, Cryptosporidium puede
infectar a numerosos hospederos, puede sobrevivir a numerosas y diversas condiciones
ambientales por periodos prolongados y habitar la mayoria de los climas, debido a su

"quiste resistente”. 7

Biopsia del duodeno tomada de un

paciente con SIDA y afectado por

cryptosporidiosis (28)
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Figura 4
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Morfologia y Ciclo Bioldgico de Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium esta clasificado taxondmicamente como Sporozoa, ya que a partir de

su ooquiste libera 4 esporozoitos (las formas mdviles infectivas). Su ciclo de vida

monoxénico lo completa dentro de un solo huésped. ?®

El ciclo en si es complejo, ya que posee reproduccion tanto sexual como asexual y

existen también seis distintas fases de desarrollo: %

ounsw

Esporozoito
Meronte Tipo |

Al Ingerirse
por un huésped

Quiste esporulado Autoinfeccion
de pared gruesa

Figura 5 (30)

Desenquistacion del ooquiste ingerido por via oral, y una vez en el intestino
delgado ocurre la liberacion de cuatro esporozoitos.

Invasion de la células epiteliales intestinales gracias al complejo apical del
esporzoito dentro de una vacuola formada en ambas membranas (huésped y
parasito) y el comienzo de la multiplicacion asexual intracelular.

Diferenciacién de microgametos y macrogametos

Comienzo de la replicacion sexual, (Fertilizacion)

Desarrollo de ooquistes

La formacion de un nuevo e infectivo esporozoito dentro del ooquiste, el cual es
excretado en las evacuaciones

El ciclo comienza nuevamente cuando estos ooquistes son ingeridos por un nuevo
hospedero. ©?
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Fases de Desarrollo de
Cryptosporidium parvum.

Abreviaturas (E) Desenquistacion que
resulta en la liberacion de 4 esporozoitos
a través de una sutura en la membrana;
(G) Gamogonia; (I) Fase infectiva; (M)
Merogonia; (ME1) Meronte Tipo 1 que
contiene 8 merozoitos; (ME2) Meronte
Tipo II que contiene 4 merozoitos; (MA)
Macrogameto, con cuerpos membranosos
formados; (Mi) Microgameto; (MiT)
Microgametocito con 16 microgametos no
flagelados; (MZ1) Merozoito Tipo 1; (MZ2)
Merozoito Tipo 2; (OO) doquiste; (S)
Esporogonia; (SZ) Esporozoito

El ciclo de vida de C parvum comienza con la ingestion de un ooquiste esporulado,
que es la forma resistente del parasito que se encuentra en el medio ambiente. Cada
ooquiste contiene a su vez 4 estados infecciosos denominados esporozoitos, que salen
de una sutura localizada a lo largo de uno de los costados del ooquiste. El sitio
predilecto a infectar es el ileon, en el cual los esporozoitos penetran a las células
epiteliales de manera individual. Los parasitos habitan en la superficie del lumen
celular en donde se piensa que permanecen hasta un momento antes de ocurrir de

modo extracelular. ©*

Sin embargo observaciones ultraestructurales, muestran claramente que estos
parasitos se hallan de manera intracelular, encerrados por una fina capa del citoplasma
de la célula hospedera. Un organelo de adherencia Unico parecido a un desmosoma,
adicional a los accesorios plegadizos de la membrana del parasito, se desarrolla en la
interfase entre el parasito y el citoplasma de la célula huésped. Este organelo de

adherencia es en ocasiones nombrado como “o6rgano alimentador”.
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Fisiones mdltiples (merogonia, esquizogonia), ocurren y resultan en la formacion de 8
merozoitos dentro de un meronte. Estos merontes se denominan de Tipo I y se abren
rompiendo y liberando merozoitos libres. Uno de estos merozoitos penetra nuevas
células, después ellos experimentan una merogonia para formar merontes adicionales.
Se piensa que los merozoitos Tipo I son capaces de reciclarse indefinidamente y asi

entonces poseen el potencial para originar nuevos merozoitos Tipo I de manera continua.

Se postula que algunos de los merozoitos Tipo I son de alguna manera provocados o
forzados a formar un segundo tipo de merontes, los de Tipo II, los cuales contienen
Unicamente 4 merozoitos. Una vez liberados, estos merozoitos Tipo II manifiestan la
formacion de estadios sexuados. Algunos merozoitos Tipo II entran a la célula, crecen y
se ensanchan, y forman macrogametos. Otros experimentan fisiones multiples en el
interior de la célula formando asi microgametocitos conteniendo a su vez 16
microgametos no flagelados. **

El cigoto se forma cuando de la ruptura del microgameto los microgametocitos
penetran el macrogameto. Una pared ooquistica resistente es formada entonces
alrededor del cigoto, (el Unico estado diploide en el ciclo de vida); ocurre entonces |la
Meiosis y 4 esporozoitos son formados en el proceso. La formacion de esporozoitos es
denominada Esporogonia. Estos ooquistes son liberados en las heces y de ahi al medio
ambiente.

Imdgen de Cryptosporidium en ileum

Tipo de imdgen: Micrografia electrénica

Fiqura 7 @9
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Gracias al desarrollo de la genética y a los multiples estudios que sobre ella giran, hoy
sabemos que por el momento existen dos genotipos distintos para Cryptosporidium

parvum. *”

« Genotipo 1 (o genotipo H para los humanos) ha sido encontrado (nicamente
hasta ahora en humanos (asi como en un primate y una vaca de mar). Estos

ooquistes no infectan de manera rapida a otros animales.

« Genotipo 2 (o genotipo C para becerros) ocurre en un amplio rango de animales

incluyendo al hombre.

El Genotipo 1 tiende a ser mas agresivo en los humanos, con un periodo que se
manifiesta y casi dobla al que cursa el Genotipo 2, con un promedio apenas por debajo de
2 semanas. Muy raramente, ambos genotipos pueden encontrarse infectando a la misma
persona. Marcadores genéticos en diferentes cromosomas revelan que existe una muy
pequena o casi nula mezcla entre ambos genotipos, por lo que se sugiere fuertemente
que existen dos especies distintas (pero morfolégicamente idénticas).

Cualquiera de los dos genotipos puede causar brotes de infeccion, sin embargo hasta
ahora en siete muestras aisladas durante el brote epidemioldgico de Milwaukee en

Estados Unidos en 1993, fue encontrado Gnicamente el genotipo 1.

31



Cuadro 4%
Cryptosporidium spp en Mamiferos

Especies de
Cryptosporidium

Ooquistes L x
W (escala)
Indice de

formas (escala);
N

Especies del
Huesped

Comentarios

C. muris (108735)

8.76 x 6.32
(8.2-9.4 x 6.0-
6.8)
1.39(1.21-1.50);
N=20

Mus musculus

Originalmente aislado del Parque Zoologico Nacional de Virginia,
1993. (15th mouse passage, gDNA library ATCC 87666.)

C. parvum (KSU-1)
(genotype 2)

52x4.6
(4.8-5.6 x 4.2-
4.8)
1.16(1.04-1.33);
N=30

Bos taurus

Aislado bovino de Bendena, KS en 1987. (gDNA library ATCC
87439;) Tilley etal. 1991. Can. J. Microbiol. 37: 949-952.

C. parvum (KSU-1)
(genotype 2)

52x4.6

(4.8-5.6 x 4.2-
48)

1.15(1.04-1.22);
N=30

Bos
taurus

Aislado bovino de Bendena, KS en 1987. Continuamente liberado
por ganado. ( gDNA library ATCC 87439;) Tilley et al. 1990. J.
Zoo WildIf. Med. 21: 463-467.

C. parvum (KSU-4)
(genotype 2)

5.15x4.45
(4.8-5.6 x 4.0-
4.6)
1.16 (1.04-1.35);
N=20

Bos taurus

Aislado de Temero y becerro, Marshall Co., KS, 1999.

C. parvum
("Texas ' r)
(genotype 1)

5.33x4.66
(4.8-5.6 x 4.2-
4.8)
1.15(1.08-1.23);
N=20

Homo sapiens

Pacientes con SIDA, Texas, 1998.

C. parvum
(genotype 2)

5.17 x 4.46
(4.6-5.6 x 4.2
4.6)

1.16 (1.04-1.27);
N=20

Canis

Sfamiliaris

R. Fayer, USDA, 1999.

C. andersoni (KSU-
3

7.72 x 5.86
(7.2-8.2 x 5.6-
6.4)
1.32(1.13-1.46);
N=20

Bos taurus

Especies adultas de ganado; usualmente organismos pareceidos a

C. muris. Kansas, 1999.

C. andersoni
(VMTRC49)

7.99 x 6.24
(7.4-8.8 x 5.8-
6.6)

1.28 (1.19-1.40);
N=20

Bos taurus

Especies adultas de ganado; usualmente organismos pareceidos a
C. muris, 1998. Oocysts courtesy E.R. Atwill.

C. andersoni
(VS1742)

8.38x6.19

(8.0-9.2 x 5,8-6.4)

1.35 (1.25-1.59);
N=20

Bos taurus

Especies adultas de ganado; usualmente organismos pareceidos a
C. muris, Idaho, 1996. gDNA library ATCC 87715.

C. wrairi

5.36 x 4.57
(4.8-5.6 x 4.0-5.0)

1.17 (1.04-1.33);
Na30

Cavia
porcellus

C.E. Chrisp; Tilley et al. 1991. Can. J. Microbiol. 37: 949-952.
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Distribucion Geografica y Epidemiologia

Las infecciones humanas por Cryptosporidium estan ampliamente distribuidas por
todo el mundo. La infeccion por C. parvum ha sido reportada en los seis continentes e
identificada en un rango de edad entre los 3 y los 95 afios de edad.®® La via de
transmision es la ruta fecal-oral, usualmente a través de agua contaminada por

excremento de Ganado. ©®

La criptosporidiosis es una infeccion muy comun, un tanto mas en climas tropicales
que en climas templados, en las estaciones humedas y en temporada de lluvias y
predomina en la poblacion infantil (menor a 1 afio de edad). También presenta una alta
incidencia en individuos con diarrea, en lugares de alta transmision, y poblacion

(36)

seropositiva en general. La prevalencia de Cryptosporidium en comunidades de

hombres homosexuales varia notablemente en los paises desarrollados. ©¢”

La temporada del afo en la que Cryptosporidium se convierte en un problema en la
superficie de distintas fuentes de agua, en la mayor parte de las regiones de Norte
América, es entre Marzo y Junio, cuando prevalecen las lluvias de primavera y muchos
animales neonatos estan presentes en la naturaleza y son los responsables de amplificar
el nimero de ooquistes. ©®

Sin embargo es importante hacer notar que diversos estudios nos muestran que no
solo los neonatos liberan ooquistes, también los animales adultos  contindan
produciéndolos aunque en mucho menores cantidades, pero de modo constante, lo que
incrementa la carga en el ambiente vy sirve como fuente de infeccion para los neonatos.
Ruminantes, cerdos, gatos, perros, y otros mamiferos, todos ellos pueden contribuir e
incrementar el nimero de ooquistes de Cryptosporidium en areas tanto rurales como

urbanas.

La epidemiologia de Crytosporidium y Giardia esta intimamente relacionada,
comparten los mismos factores en cuanto a su prevalencia, incidencia y transmisién, ©¢®
Numerosos brotes de Cryptosporidiasis producidos por contaminacion de agua potable han

sido estudiados, la mayoria de ellos en los Estados Unidos y Europa, en un periodo
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comprendido entre 1993-1994 de 30 casos de contaminacion 10 de ellos fueron

provocados por Cryptosporidiumy Giardia.

El caso mas popular a nivel mundial fue en Milwaukee, en el cual Cryptosporidium,

(35)

fue responsable de 403,000 individuos afectados. Este brote se debid a una

contaminacion en el agua potable por excremento de ganado. (en el ganado hay una

(39)

alta incidencia mas de 90% de adquirir la infeccion; y una particularidad de este

microorganismo es su alta resistencia al cloro).
Las personas mas expuestas y que pueden adquirir la infeccién son: (2728 29:40:41)

« Infantes y nifios pequefios en guarderias.

« Personas que ingieren agua no filtrada o no tratada

« Personas involucradas en labores de granja

» Simpatizantes de practicas sexuales que pongan en contacto a la persona con
materia fecal o contacto entre individuos infectados

« Pacientes vy personal nosocomial que estén en contacto con otros pacientes
infectados

» Veterinarios que interactian con animales de granja.

« Viajeros que transiten por areas donde no existen sistemas potabilizadores de
agua.

o Individuos que habiten areas densamente pobladas.

« Propietarios de mascotas infectadas (raramente).

Dentro de la poblacion de individuos inmunocomprometidos, la enfermedad severa y
persistente ha sido asociada a niveles de células CD 4 por debajo de 180 células por

mililitro cdbico

Micrografia del pardsito  Cryptosporidium
parvum genotipo I, sobre la membrana basal

del intestino delgado. Infeccion experimental

de un Macaco mullata. (10000x). 42

Fiqura 8
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Transmision

El intestino en un habitat vasto para el desarrollo de protozoarios, y a ciencia cierta
nadie sabe realmente cuantos ooquistes se requieren para que se establezca una

infeccion en el humano. “®

Un estudio sugiere que la dosis infectiva 50% (IDsy) para humanos es de alrededor de
132 ooquistes, sin embargo un voluntario sano fue infectado en este mismo estudio con
tan solo 30 ooquistes. “ Otro estudio emplea aislamientos mucho més agresivos, lo
que indica, que incluso bajas cantidades de ooquistes (hasta nueve) pueden en algunos

@5 Los humanos como los

casos iniciar una infeccion y provocar la enfermedad.
animales, parecen mostrar diversos grados de susceptibilidad hacia este parasito y dosis

efectivas.

No se sabe si el nimero de ooquistes de Cryptosporidium reportados por varios grupos
que toman como fuente de estudio agua de consumo publico son confiables, ya que las
técnicas de concentracion para ooquistes en muestras ambientales no se encuentran
estandarizadas y otros métodos de deteccion han presentado reacciones cruzadas con

algas u otros restos de microorganismos. 9

La criptosporidiosis puede ser transmitida como se menciond anteriormente por
contaminacion de agua y alimentos por heces, por contacto entre personas y animales, y
contacte directo entre personas. La probabilidad de transmision debido a una pequefia
cantidad de contaminante es desafortunadamente alta, como se menciond anteriormente,
estudios recientes determinaron que la dosis infectiva (IDsp) de C. parvum es sélo de

132 ooquistes por un individuo sano sin una inmunidad previa para Cryptosporidium. ¥

Agua y Alimentos

Hasta ahora han ocurrido seis grandes brotes de criptosporidiosis en los Estados
Unidos de Norte América como resultado de la contaminacién de agua “potable”. ©V
El mayor de todos ellos ocurrido en Milwaukee en 1993 y que afect6 cerca de 400,000
personas. Brotes como este usualmente son el resultado de beber agua cercana a la

superficie de la tierra, como rios o lagunas. El agua de albercas y de parques recreativos
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han sido de igual manera asociadas a estos brotes. Asi tambien, el agua no tratada y de
uso de riego o agua para consumo humano en fuentes publicas, representan importantes

fuentes de contaminacion.

La alta resistencia a las condiciones ambientales por parte de los quistes de C
parvum le permite al patégeno sobrevivir y traspasar a través de varias filtraciones y

métodos de clorinacion en el tratamiento y potabilizacion del agua.

Los alimentos pueden representar al igual que el agua una fuente de transmision
cuando una persona asintomatica o enferma entra en un contacto poco higiénico con los
mismos. La primera documentacion de un hecho como este ocurrié en Maine, cuando dos
nifios que bebieron jugo de manzana que después se comprobd estaba contaminado por
excremento animal, desarrollaron Cryptosporidiosis. *®  El ooquiste no logra sobrevivir a
las condiciones de coccion de los alimentos, pero la contaminacion puede darse en otro

tipo de alimentos como ensaladas, o bebidas que no requieren ser calentados y/o cocidos.

Transmision Animal- Persona

La Transmision de C. parvum proveniente de mascotas en el hogar puede llegar a
presentarse pero se consideran sumamente raros y son escasos los casos reportados, sin
embargo podemos afirmar una clara relacion entre el ganado y los humanos
(aproxirﬁadamente un 50% del ganado libera ooquistes en aquellos establos
contaminados). ¥
Algunos de los factores de riesgo han sido investigados en Africa, donde la presencia de

cerdos y perros domésticos infectados se correlaciond con la infeccion de infante. 7

Transmision de Persona a Persona

Cryptosporidium se trasmite con un alta frecuencia en guarderias y centros de
desarrollo infantil, donde los pequefios se encuentran encerrados en pequenos salones,

bafios y &reas de juego comunes o cuando necesitan numerosos cambios de pafial. 7
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A su vez los empleados que laboran en estos centros, estan igualmente expuestos a
adquirir la infeccion y convertirse posteriormente en portadores del patdgeno vy
dispersarlo entre sus propias familias y hogares.

Los nosocomios representan un ambiente propicio para la transmision de la
Criptosporidiosis. Existen numerosos reportes que cursan en ambos sentidos entre
paciente y el personal y de paciente a paciente. Brotes como el de 5 pacientes que fueron
infectados en una unidad de transplante de médula dsea tras la admision de una persona
afectada por Criptosporidiosis. “®

Otro reporte ocurrié después de que un paciente con SIDA en fase terminal fue infectado
por Cryptosporidium fue admitido al area de enfermedades infecciosas de un nosocomio,
se encontraron 5 casos confirmados entre el personal de enfermeria. Como resultado de
estos informes se ha reforzado la idea de la posible transmision de este patogeno en el
medio ambiente en forma de “aerosol” de C. parvum de persona a persona. Diversas
rutas de trasmision como la anterior no se descarta, ya que los ooquistes de
Cryptosporidium se dispersan en gran cantidad durante un cuadro agudo y se vuelven

potencialmente infecciosos para otros. %

Estos brotes nosocomiales muestran la imperiosa necesidad para que se implementen
medidas extremas en los Hospitales y centros de atencion para la salud ante la admision
de pacientes afectados por este parasito. Y todo personal involucrado debe reportar a la
brevedad cualquier sintoma gastrointestinal por pequefio e inofensivo que parezca a fin

de prevenir infecciones posteriores entre ellos mismos y los pacientes a su cargo.
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Manifestaciones Clinicas

La Criptosporidiasis es una enfermedad que afecta por igual a individuos de ambos
sexos y de todas las edades, aunque predomina en los infantes. Clinicamente la
Criptosporidiasis se presenta como una gastroenteritis. La severidad de los sintomas

depende del estado inmunoldgico del huésped. ©¥

La diversos sintomas presentes en la Crypstosporidiosis varian considerablemente entre
un paciente inmunocompetente y uno inmunocomprometido. En pacientes
inmunocompetentes, la Cryptosporidiosis se manifiesta como un cuadro diarreico agudo,
que se resuelve de manera autolimitada (1-2 semanas de duracion), y los sintomas

incluyen:

» Diarrea acuosa y frecuente
o Nausea

» Vomito

» Calambres abdominales

+ Fiebre moderada

El periodo de incubacién es aproximadamente de 7 dias y la duracién de la
enfermedad es cerca de 12 dias (2-26 dias). En algunos individuos los ooquistes son
recogidos de las evacuaciones entre los 7 y 28 dias de la infeccion en curso; en muchos
otros entre el dfa 1 y el dia 15 después de que cesan los sintomas: y en pocos casos dura
mas alld de 2 meses. Puede decirse que el cuadro en general es parecido a la diarrea del

turista. “®

Para personas inmunocomprometidas, la enfermedad es mucho més severa: ©®

« Diarrea intensa y debilitante tipo cdlera, (por arriba de 20 litros al dia).
» Calambres abdominales severos

» Malestar generalizado

« Fiebre moderada

» Pérdida de peso

« Anorexia
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Debido a la deficiencia de especificidad de C. parvum, la infeccion ha sido identificada
también en el tracto biliar (causando un adelgazamiento de la pared de la vesicula biliar)

asi como en el sistema respiratorio. %

En pacientes inmuno suprimidos, la Cryptosporidiosis es mas pronunciada y dura una
mayor cantidad de meses e incluso anos. Las condiciones asociadas con un cuadro
intratable  de este mal, es desde luego el SIDA y bajos niveles de IgA,
hipogammaglobulinemia congénita asi como las terapias prolongadas con Ciclofosfamida
y Prednisolona. 9

La broncopulmonia asociada a una Criptosporidiosis es un cuadro muy comin en
personas con SIDA que presenta muy bajos niveles de linfocitos T CD4*.

La pulmonia con Cryptosporidiosis no presenta sintomas especificos, ya que consisten en
tos cronica, disnea, fiebre, dolor en el pecho. La tos algunas veces cursa con una profusa
produccion de moco. Algunas radiografias por rayos X se muestran normales y otras
muestran infiltrados difusos o areas de consolidacion. La muerte puede venir por paro

respiratorio.

Cuando el tracto biliar se ve comprometido produce sintomas e histologia que
encaja con un cuadro de colangitis esclerosa, sobre todo en individuos con SIDA
avanzado y una cuenta muy pobre de linfocitos T CD4".

Los sinfomas principales son dolor en el cuadrante superior derecho, diarrea, fiebre y
colestasis. Radiografias del conducto biliar muestran estenosis de la porcion distal con

dilatacion. ©

Patogenicidad

Poco se sabe acerca del mecanismo por el cual Cryptosporidium produce enfermedad,
principalmente por la ausencia de un modelo disponible. De limitados experimentos,
puede establecerse que provoca una diarrea secretoria; el mecanismo propuesto para
esta hipersecrecion se basa en el dafio de enterocitos causado por la multiplicacién del
pardsito que resulta en una hiperplasia de las células de la cripta. La destruccién de las

células absorbentes y las puntas de las vellosidades asi como la hiperplasia de las células
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de la cripta secretoras son suficientes para inclinar el balance hacia una secrecion de

fluido y de iones por la mucosa intestinal. “”

De la  desenquistacion del ooquiste, cuatro esporozoitos son liberados los cuales
adhieren su complejo apical a la superficie de la mucosa intestinal. *” En la figura 9 se
muestra una fotografia de contraste fases, donde se aprecia un esporozoito liberado de un

ooquiste de Cryptosporidium. ®

El esporozoito cuenta con un factor de lecitina especifico que le permite adherirse a la
superficie del intestino. ®”  Una vez adherido, hipotéticamente se ha propuesto que la
mucosa libera citocinas que activan los fagocitos residentes. Estas células activas liberan
a su vez factores solubles que incrementan la secrecion intestinal de agua, cloruros y a la
par inhiben la absorcion. Entre los factores liberados podemos mencionar la histamina,
serotonina, adenosina, prostanglandina, leucotrienos y factores plaquetarios de
coagulacién que acttan sobre diversos sustratos, incluyendo los nervios entéricos y las
mismas células epiteliales. 9

Consecuentemente las células epiteliales son seriamente dafadas por uno de los

siguientes modelos:

1. Muerte celular como resultado directo de la invasion, multiplicacion y extrusion
parasitaria,
2. Dafio celular debida a inflamacion mediada por células T, provocando la atrofia de

las vellosidades y hiperplasia de las criptas.

Cualquiera de ellos provoca una distorsion en la arquitectura de las vellosidades y esto se

acompafia de una mala absorcién de nutrientes y diarrea. "
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Diagnéstico de Criptosporidum sp

Cuando C. parvum fué identificado por vez primera como patégeno humano, el
diagndstico fué realizado mediante una biopsia de tejido intestinal. Sin embargo este
método de prueba puede dar falsos negativos debido a la naturaleza irregular y desigual
de esta infeccion intestinal parasitaria. “”

Métodos tintoriales fueron desarrollados para detectar e identificar los ooquistes
directamente de muestras de material fecal. Hasta hoy la tincion &cido-resistente
modificada (Kinyoun o Ziehl Neelsen), ha sido la opcion a elegir de manera rutinaria en
la blsqueda de estos parasitos, pero recientemente se desarrollo una tincion igualmente
util para el diagnostico de estos parasitos y de otros igualmente importantes de manera
simulténea, la tincion de safranina Tricromica, mas adelante hablaremos de ella.

Qoquistes de Cryptosporidium parvum (30)

Inmunoldgicamente, se pueden detectar inmunoglobulinas anti-cryptosporidia (IgM,
IgG, e IgA) mediante un ensayo inmunoenzimatico de absorcion como el ELISA, o
mediante un ensayo inmunofiuorescente de anticuerpos como el IFA. Pero ninguno de los
dos puede proveer un diagnostico directo de la Cryptosporidiosis. EI IFA sigue siendo la
técnica mas cominmente usada para detectar ooquistes en muestras ambientales

Ooquistes de Cryptosporidium parvum
marcados en un ensayo inmunofluorescente
indirecto (IFA) con anticuerpos
monoclonales 8F4 a la membrana intferna

del ooquiste. ¢%)

Figura 11
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Cuando se reciba una muestra que se sospeche contenga a Cryptosporidium, se aconseja

darle el siguiente tratamiento: ©'*>%

rmrmem e — e — = ———-— Toma de Muestra

ol TR

Examen directo Preservacion:
Preservador SAF.
(andlisis posterior a las primeras 24 horas o
muestras que seran almacenadas por largo tiempo)

Concentracion: Fijadores:
Método de Ritchie Al calor o en una solucién de metanol

-

Tinciones:
Tincién de Kinyoun, Tincion AFT o Tincién de Safranina Tricromica (ST).

[
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i

T =%  Inmunolégicos:

i Inmunoensayos ezimaticos, el ProSpect cryptosporidium microtiter y el Color Vue
: Cryptosporidium. Y un inmunoensayo fluorescente directo, el Merifluor

! Cryptosporidium Kit.

|

(G S — . 7
> Biologia molecular:

Al finalizar el capitulo de métodos diagnosticos se encuentra un apartado en exclusiva
para tratar este tipo de pruebas diagndsticas.

éQué hacer en lo futuro?

Desde que se conoce que Cryptosporidium tiene el potencial para infectar a muchas
personas como resultado de un brote epidemiolégico, se han realizado esfuerzos que
pongan en claro muchas de las incognitas que aun permanecen respecto a la enfermedad

como son:
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Esclarecer la relacion entre un “bajo” contenido de ooquistes en el agua potable y
la frecuencia de infecciones criptosporidiales.

Determinar la proporcion de cuadros asintomaticos de Cryptosporidium en
personas inmuno comprometidas y la probabilidad de que estos individuos
puedan desarrollar un cuadro definido de Cryptosporidiosis cuando su cuenta de
células CD4* desciende a niveles muy bajos.

Calcular los riesgos relativos de infeccion al ingerir agua potable que pueda estar
contaminada, por tener un contacto con animales, por realizar practicas sexuales
inseguras sin proteccion y por contacto en nosocomios entre pacientes y personal
médico, a fin de determinar los focos de infeccion e implementar las medidas de
prevencion necesarias.

Mejorar la comunicacion entre los diferentes estados y regiones del pais para
realizar un adecuado reporte de casos de Cryptosporidiosis e identificar posibles
brotes.

Continuar con el desarrollo de terapias efectivas que mejoren los sintomas de la
Cryptosporidiosis. ¢!
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4.1.4  CICLOSPORIASIS

Cyclospora cayetanensis

Introduccion

El primer organismo caracteristico a este género ain no conformado fue

8 El género se cred en 1881

realizado por Eimer en 1870 en el intestino de un topo.
por Schneider para Cyclospora glomerica la cual describié de un miridpodo., Las
siguientes descripciones de especies de Cylospora fueron hechas en viboras, insectos,
roedores y finalmente en humanos.  El primer reporte hecho en humanos que se
atribuyera a este género pudo haber sido en 1977 o 1979 ©7® (hay discrepancia en el
ano exacto de acuerdo a distintos autores) cuando se aisl6 de tres pacientes de Papua,
Nueva Guinea un parasito con las caracteristicas morfoldgicas que se describen mas
adelante pero que en ese momento se representé como una nueva especie de Isospora.
De hecho se piensa que muchos reportes como este pasaron inadvertidos o se
confundieron debido a que en muchos paises en vias de desarrollo no se presta
demasiado interés en el analisis parasitoldgico y el énfasis en el tamafio microscépico de
las formas infectivas pasa a segundo término. %

Fue en la década de los 80 s cuando se confirmo la patogenicidad de Cyclospora para el
género humano, en la década siguiente, el parasito fue referido por primera vez como
Cyclospora cayetanensis en una publicacion para la sociedad Americana de Medicina

Tropical e Higiene en 1992. % Y finalmente fué descrito totalmente en 1994. ¢

Subphyllum - Apicomplexa
Subclase - Coccidiasina
Orden - Eucoccidiorida

Familia - Eimeriidae

Figura 12, Representacidn grdfica de un Ooquiste esporulade de Cycllospora cayetantensis. ©n
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Etimologia; Su nombre se debe a una combinacion de términos; El nombre de la
Universidad donde la mayoria de los estudios de dicho parasito han sido realizados
cayetan (Universidad de Cayetano Heredia, Lima, Per(), y la terminacion ensis (que

denota pertenencia).

Morfologia y Ciclo Bioldgico

No se conocen con seguridad todos los estadios del ciclo de vida de este patdgeno,
pero lo que se ha observado son los ooquistes* de C cayetanensis que estan inmaduros al
tiempo que son evacuados con las heces fecales y completan la esporulacion después de 5
dias hasta dos semanas a 25°C (condiciones experimentales son sales biliares y
taurucolato de sodio) la ingestion de ooquistes maduros de 8 a 10 micras de tamano
produce infeccion en el duodeno. Cyclospora se localiza en el citoplasma de los
enterocitos, usualmente por arriba del nicleo y dentro de vacuolas parasitoféricas. Se
le conoce un desarrollo asexual del estudio de biopsias. Los merozoitos miden entre 1 a 2
x 6 micras y el trofozoito mide 2 x 4 micras; Los esquizontes varian en la cantidad de
merozoitos entre 6 hasta 16 seg(n diferentes estudios. ©* ¥ En 1997 dos tipos de
merontes y estados sexuales fueron observado en enterocitos del jejuno de pacientes que
excretaban ooquistes, y esto confirmd que el ciclo muy probablemente pueda ser
completado dentro de un solo huésped. Los quistes de Cyclospora pueden ser
confundidos facilmente con los de Cryptosporidium y otros artefactos fecales que se tifien
de manera positiva con la tincién acida. Cyclospora se transmite faciimente a través de

comida y agua.

Ooquiste de Cyclospora cayetanensis excretado y
que permanece sin esporular. La esporulacidn

puede ser confirmada mediante la observacién de

dos esporoquistes dentro de cada ooquiste, con la

ayuda del microscopio éptico. ¥

Figura 13

45



Minica Wong de fa Mora PARASITOSIS EMERGENTES CAUSADAS POR PROTOZ0O0S: CLINICA ¥ DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO

Distribucion Geografica y Epidemiologia

Reportes de Cyclosporay de microorganismos parecidos a cianobacterias CLB (del
ingles Cyanobacter-like body) ©®** como anteriormente se le denominaba se han
encontrado en Norte, Centro y Sur América; En la zona del Caribe, el sureste de Asia, el
oeste de Europa, Africa y practicamente en cualquier lugar que es investigado para su
estudio. Haiti es considerado como una zona endémica para este padecimiento, y de los

estudios realizados, muchos de ellos refieren a San Juan de Miraflores en Lima, Peru.

Cuadro 5 ©®

Distribucion de Casos

Reportados. Comentarios

Viajeros que regresan de paises como Haiti,
India, México, Marruecos, Nepal, Pakistan, |Sintomdticos
Puerto Rico, y el Sureste de Asia

6% de nifios entre 1-1.5 afios y
18% de nifios entre 1.5-2.5 afios
(la mayoria de los casos no estdn
asociados a diarrea)

Nifios en Perd

Nifios mayores de 1.5 afios
Nifios en Nepal 5% de nifios con diarrea
2% de nifios sin diarrea

Brotes secundarios al consumo de fresas
y frambuesas contaminadas
provenientes de Guatemala

Estados Unidos de Norte América y
Ontario, Canada

f
[Haiti 11% de incidencia en pacientes con HIV

Brotes secundarios al consumo de agua
Chicago, USA contaminada en un dormitorio de un
centro de salud.

Importante causa de afecciones

[ ava, Indonesia ;
!‘T va es! gastrointestinales en expatriados

Patrones de temporada han sido reportados en la literatura: ©& 5

» En Nepal, la temporada de incidencia es de Abril a Noviembre (predominantemente

de Junio a Agosto).
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» En Per(, de Enero a Julio (predominantemente de Abril a Junio).
« Casos de viajeros y turistas en los Estados Unidos en los meses de Mayo a
Octubre.

En los Estados Unidos, la infeccién brota primordialmente a finales de la primavera y
principios de verano. En México se han realizado pocos estudios dirigidos a la bisqueda

de este parasito en la poblacién pediatrica, asi como informacion de casos aislados. 7%

Frecuencia:

En regiones empobrecidas de Lima Perd, los nifos presentan una prevalencia de
infeccion por Cyclospora de 6-18%, vy de estos valores entre un 11-18% con

sintomatologia clara. ¥

Mortalidad / Morbilidad:

» Cyclospora no es considerada normalmente como un padecimiento de curso fatal.
El verdadero riesgo en los casos en los que se presenta es que ocurra una critica
deshidratacion como resultado de una prolongada diarrea, particularmente en
niflos que no reciben un adecuado tratamiento de la importante pérdida de sales
minerales y liquidos.

» Un cuadro diarréico de extensa duracion, la deshidratacion subsiguiente, asi como
la perdida de peso llegan a producir una alta morbilidad. Si un paciente
inmunosuprimido y afectado por Cyclospora no recibe de manera inmediata un
tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ) como profilaxis, puede
conducirsele a un cuadro de diarrea cronica y debilitante.

Raza y Sexo: No se cuentan con datos reportados que indiquen una predileccion étnica
o de algun otro tipo. No se han encontrado evidencias que sugieran una predilecciéon de

tipo sexual en este tipo de infeccion.
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Problemas no resueltos

Sin embargo existen algunos aspectos relacionados al estudio de este padecimiento que
aun no pueden ser claramente entendidos por el hombre. Entre estos aspectos por
esclarecer encontramos: supervivencia en el medio ambiente por parte del parasito, el
modo de transmision a los humanos y muy relacionado a este Ultimo, la epidemiologia.

Los limites de cada una de estas categorias usualmente se traslapan.
Sobrevivencia ambiental

Los tres puntos mas importantes a tratar en esta categoria son la distribucidn,
sobreviviencia y los tiempos de esporulacion por parte de los ooquistes en constantes
cambios en el medio ambiente. Todos estos factores afectan el modo de transmision.

Debido a las limitaciones que ha mostrado la tecnologia actual, los quistes de Cyclospora
son obtenidos en muy pocas cantidades de vegetales y depdsitos de agua. “¢ 7972 Se
sabe muy poco acerca de las condiciones que favorecen la supervivencia de Cyclospora.
Estudios preliminares han mostrado que ooquistes bajo las siguientes condiciones, -20°
C durante 24 horas y una exposicion a 60 °C durante 1 hora son incapaces para inducir
la esporulacion. El resguardo de los ooquistes a 4° C o 37° C durante 14 dias, retarda la

esporulacion. ¥

El aspecto que mas confunde es el tiempo de esporulacién de un ooquiste. El reporte que
confirma la identidad de Cyclospora indica que el organismo requiere de 1 a 2 semanas
para completar su esporulacion y convertirse en agente infeccioso bajo condiciones
ambientales (25°C a 30°C). ®? Los ooquistes mantenidos a 4°C pueden esporular

%) Estos tiempos son mas prolongados que los

dentro de un periodo de 6 meses.
reportados para la mayoria de los coccidios; y ademas la transmision directa de persona

a persona es improbable.
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Transmision entre Humanos

El punto clave a determinar es la dosis infectiva y la especificidad para este
microorganismo. Para la mayor parte de los coccidios que afectan tanto a animales como
a humanos (e.g., Cryptosporidium “**!), se presume que la dosis infectiva sea baja. %
Lo que hasta ahora sabemos acerca del modo de transmision mediante fuentes de agua
para Criptosporidium, son sequramente muy parecidas y ciertas para Cyclospora.
Sin embargo, solo dos brotes de Cryptosporidiosis que involucran alimentos han sido
reportados (uno de ellos involucré una bebida fermentada tipo sidra y el otro una

ensalada de pollo). %77

Cryptosporidium es infeccioso de manera inmediata una vez
que pasa y se transmite de una persona portadora a otra qua aun no lo es, y los quistes

pasan usualmente en grandes cantidades si la persona es sintomatica.

Contrario a lo reportado para Cyclospora, los ooquistes de Cryptosporidium son
ubicuos en el medio ambiente y pueden contaminar faciimente alimentos, en especial
vegetales. En un estudio realizado, los ooquistes de Cryptosporidium fueron recolectados
mas frecuentemente de vegetales que los ooquistes de Cyclospora. “® Adicionalmente,
Cryptosporidium spp en particular la que afecta a los humanos, presenta una gran

variedad de huéspedes animales. 7®

Lo concerniente al o a los probables huéspedes potenciales para Cyclospora no ha sido
resuelto. Organismos parecidos a este género han sido recolectados de patos, pollos,

perros y primates. %

Para las otras especies animales mencionadas, los ooquistes recolectados, si es que
efectivamente son ooquistes de Cyclospora, pueden haber estado pasando a través de

estos hospederos.

Algunos investigadores basandose en estudios moleculares, estédn firmemente convencidos
que Cyclospora 'y Eimeria estan estrechamente relacionados. ®; diferentes autores han
recomendado a los taxonomistas convencionales y moleculares, nombrar las especies en

base de una combinacion de caracteristicas fenotipicas y genotipicas
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Manifestaciones Clinicas

Después de la exposicion al parasito, el periodo de incubacion varia entre 1-11 dias
(7 en promedio). El comienzo de la enfermedad puede presentarse de manera abrupta
asi lo indican los pacientes en un 30% de los casos. Después de pocos dias, las
sintomatologia aguda decae pero esta puede aparecer nuevamente (61% de casos) en
una forma menguante y cerosa. El padecimiento puede durar entre 6 y 7 semanas,
aunque se han reportado casos de 12 semanas de duracion; en pacientes con VIH incluso
perdura por varios meses.

Sintomas: ©®

« Diarrea acuosa (puede ser explosiva) con 6 evacuaciones por dia. (algunos
pacientes no presenta estos cuadros diarréicos).

e Anorexia

« Pérdida de peso (0.9-3.6 kg en un estudio)

« Fatiga pronunciada

» Calambres abdominales

» Eructos

« Inflamacién abdominal

o Vomito

« Febricula (25%)

« Flatulencia

Cyclospora cayetanensis un
parasito emergente L

Figura 14
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Patologia

Un gran ndmero de estudios histopatoldgicos se encuentran reportados, los cuales

indican diversos cambios fisiopatoldgicos, entre ellos estan: ¢

e & Deterioro en la absorcion de D-xylosa. Esto compromete el funcionamiento
del intestino delgado.

& Biopsias del duodeno y yeyuno muestran atrofiadas las vellosidades con

hiperplasia en las células de la cripta.

3. Inflamacion de la lamina propia que va de suave a moderada, con un

incremento en el nimero de las células plasmaticas.

4, Estudios realizados en Nepal han mostrado vacuolizacién céntrica, y cambio en

las células epiteliales de columnares a clbicas.

5. Los estudios realizados en Per(i nos indican que ciertos cambios ocurren en: la
Gltima porcion del duodeno y yeyuno, como un un acortamiento y dilatacion
de las vellosidades, edema e infiltrado difuso de una mezcla entre mucosa vy
células inflamatorias. Parasitos sexuales y asexuales fueron observados en

las vacuolas localizadas en el lumen terminal del epitelio del yeyuno.

Los signos vitales se presentan normales en la mayoria de los casos. La fiebre
aunque escasa puede presentarse y si lo hace cursa mas bien como febricula de bajo
grado. Si se presenta una deshidratacion de moderada a severa, ocurren una serie de
eventos que tienen como finalidad compensar al organismo, como por ejemplo una
taquicardia y una presion sistdlica menor a 90 mm Hg, y un decremento en el turgor de la

piel lo que le da al paciente un semblante de debilidad y enfermedad.
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Diagnéstico de Cyclospora sp

En el siguiente cuadro se enuncian las distintas patologias con que puede llegar a
confundirse a la Ciclosporiasis de no hacerse un adecuado examen clinico que ponga de

manifiesto las formas infectantes de esta parasitosis.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ©®

Criptosporidiosis

Infecciones por Escherichia Coli
Envenenamiento por alimentos
Gastroenteritis Bacteriana
Gastroenteritis Viral

Giardiasis

Isosporiasis

Malabsorcién

Microsporidiosis

Colitis pseudomembranosa

Diagnoéstico de Laboratorio

* Recuperacion: Son (tiles las técnicas de concentracion por flotacion que usan
tomo gradiente soluciones de sulfato de Zinc, sin embargo con estos métodos se
puede producir deformacion de la cubierta quistica de Cyclospora con la
subsecuente dificultad para la realizacion de la identificacion morfoldgica. Las
técnicas de flotacion con gradiente de sacarosa también son efectivas, sin embargo
el método mas recomendable para concentracion de los ooquistes es el de

concentracion por sedimentacién-centrifugacién en formol/acetato de etilo. *

« Conservacion: El empleo de conservadores como formol, paraformaldehido,
glutaraldehido o dicromato de potasio causan coalescencia de los granulos que
constituyen la morula, dando lugar a un nimero variable de cuerpos irregulares
mal definidos. La morfologia interna de los ooquistes sdlo se observa en materia

fecal recién emitida, conservandose ésta, cuando las heces se mantienen en agua.
(68)
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Examen directo: El examen directo en fresco de materia fecal es un método muy

usado en la blsqueda de ooquistes de Cyclospora. En él las estructuras se
observan de forma esférica de un tamafo superior a las de Cryptosporidium (8-10
versus 4-6 micrometros de diametro), en ellos se distingue una cubierta quistica
bien definida no refractil, que ocasionalmente puede verse ligeramente dentada en
uno de sus polos, ©° &0 6%

Tinciones: Cyclospora cayetanensis presenta una gran variabilidad tintorial,
pudiendo oservarse la presencia de abundantes ooquistes que no se tifien o bien
se tifien débil o irregularmete sobre todo en infecciones intensas. Dentro de las

tinciones utlizadas estan la de Kinyoun, Ziehl-Neelsen o Safranina Tricrémica.

Contraste de fases y Epifluorescencia ¢ 5 5 68, 8% 85 88) (|3 autofluorescencia es la
habilidad de algunos organismos para emitir luz después de una excitacion ultravioleta;
Cyclospora presenta esta habilidad, en su caso, los quistes presentan una marcada
autofluroescencia bajo la luz ultraviolaeta que rapidamente muestra las estructuras en el
campo microscopico, presentando fluorescencia intensa de color azul-verdoso a nivel de la
pared externa, sin presentarse esta en las estructuras internas; se ha reportado que el uso
de una gota de yodo de Anthony en las preparaciones que van a ser sometidas a
epiflurescencia, ayuda en la diferenciacion de estructuras fluorescentes inespecificas).
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido desarrollada como
herramienta en la deteccién para este parasito. 7

Hasta el momento no se cuenta con un procedimiento o técnica inmunologica
confiable que avale certeramente la deteccién de Cyclospora.

Una determinacion que arroje un valor negativo no es suficiente para el

diagnéstico.

Otras pruebas:

La Microscopia Electronica ha sido utilizada para identificar a este organismo en

muestras de biopsias del yeyuno y de algunos aspirados. Una biopsia distal
duodenal asi como una aspiracion de especimenes revelan una aguda y crénica
inflamacion, hiperplasia de la cripta, desorden epitelial, y atrofia parcial de las

vellosidades.
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» Técnicas de esporulacion: Debido a que Cyclospora puede ser confundida con

diversos artefactos o algas verde-azules, se ha recomendado la esporulacion de los
ooquistes contenidos en heces mediante el uso de dicromato de potasio al 2.5% a
temperatura ambiente, obteniéndose formas esporuladas en un periodo variable
que va de 5 a 14 dias. ®* % Los porcentajes de esporulacién son muy variables,
pudiendo ser menores del 50%. Mediante este procedimiento es posible observar
la presencia de dos esporoblastos en el interior del ooquiste, los cuales contienen
dentro de cada esporoblasto dos esporzoitos. Estos Ultimos son dificiles de
observar ya que se encuentran firmemente adosados en el interior del
esporoblasto.  Los esporozoitos se pueden observar cuando se efectia el
desenquistamiento mediante induccion enzimdtica en un medio tamponado con
tripsina y taurocolato. Esta metodologia no es del todo practica ya que el
diagnostico se retarda varios dias y por lo tanto también el tratamiento

especifico. ¥

Para facilitar la comprension de lo anteriormente expuesto se esquematiza en el siguiente

/ Recoleccién de la muestra \

esquema:

.| Examen directo Concentracién Preservacién
Sedimentacion-centrifugacién en formol acetato de etilo Agua
Fijacién
Tinciones:

Tincion de Kinyoun, Tincion de Safranina Tricrémica (ST).

Inmunolégicos:
No disponibles.

Biologia molecular:
Al finalizar el capitulo de métodos diagndsticos se encuentra un apartado en exclusiva para tratar este
tipo de pruebas diagndsticas.
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Prevencion:

El riesgo de adquirir Ciclosporiasis puede reducirse significativamente (mas no

eliminarse) particularmente en los paises en desarrollo si se adhieren las siguientes

medidas a los habitos de higiene de las personas:

Lavarse las manos con agua y jabon antes de consumir alimentos.

Beber Gnicamente agua purificada. No consumir agua de la llave o de algln
otro depdsito.

De no estar seguros de la calidad del agua a beber, hierva el agua para su
consumo, aunque también puede recurrir a la cloracion o utilizacién de
yodo como método para desinfectar el agua, sin embargo no se asegura
que todos los patdgenos oportunistas puedan ser eliminados.

Lave sus frutas y verduras con agua purificada y cuando las pele hagalo
después de haberse lavado perfectamente sus manos con agua purificada y
jabon. Sin embargo cabe advertir que el solo lavado de frutas o verduras
que no puedan ser peladas posteriormente no es capaz de remover la
posible presencia de Cryptosporidiumy Cyclospora por completo.

Las frambuesas y frutas parecidas a ella que se consumen en paises en vias
de desarrollo representan un riesgo constante para adquirir Ciclosporiasis

y no pueden ser descontaminadas facilmente.
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4.1.5 ISOSPORIASIS

Isospora belli

Introduccion

Las infecciones con Isospora se conocen desde 1860, y se ha estudiado a una gran
variedad de especies de este género, ya que posee aproximadamente 200 especies. Fué
descrito por primera vez en 1860 por Virchow, pero no fué denominado como tal hasta
1923; en 1915, se reportd el primer caso de infeccion en humano con 7 belli, ©
Sin embargo desde su reconocimiento hasta hoy dia solo se conocen a dos especies como
causantes de enfermedad en humanos I bellie I hominis. *®

La caracteristica de este género es que presenta dos esporoquistes, cada uno con cuatro
€sporozoitos.

Representacidn grdfica de un

Ooquiste de Isospora belli

Figura 15

Clasificacion Taxonémica “®

Phylum: Apicomplexa
Coccidia

Orden: Eucoccidia

Familia: eimeriidae

. Isospora 'y Cyclospora




Morfologia y Ciclo biolégico

La infeccidn se adquiere por ingestion del ooquiste esporulado a partir de agua y
alimentos contaminados. El ooquiste se desenquista liberando esporozoitos en el intestino
delgado que penetran a través de las células epiteliales de la mucosa intestinal del
duodeno distal y de los enterocitos del yeyuno proximal donde se desarrollan en
trofozoitos. Puede existir tanto una fase de desarrollo asexual como sexual en el interior
de las células. Los trofozoitos por division nuclear dan lugar a esquizontes que sufriran un
proceso de endodiogenia para formar merozoitos los cuales invadiran nuevas células
repitiendo el ciclo esquizogdnico de multiplicacién asexual, %%

Los merozoitos pueden sufrir una fase de desarrollo sexual dando micro y

macrogamontes que produciran microgametos flagelados y macrogametos, que daran
lugar al ooquiste. Esta fase se denomina gamogonia.
Los ooquistes formados son eliminados a través de las heces, madurando en el exterior en
2-3 dias. La fase exdgena del ciclo de vida de los coccidios se denomina esporogonia y
corresponde a la produccion de esporozoitos infectivos en el interior de los esporoquistes
del ooquiste.

El ciclo y las fases de desarrollo de Isospora belli

coquistes madurcs N pueden apreciarse en las figuras 16 y 17. 9
Cun L5pC(020/10S |

@ - Excrecion de un ooquiste inmaduro
/ conteniendo un esporoblasto. .En una
@mwsm nmaduros. ~ amplia maduracién después de la excrecién,

CO SSRCIOqISies | e -
\ y X el esporoblasto se divide en dos (el ooquiste
( : : ahora contiene dos esporoblastos); el
esporoblasto secreta una pared quistica que

( ccq._slus nmadwros | _&,

! esporoniasios b S se convierte en esporoquistes, los cuales se

dividen a su vez en dos para formar cuatro

A C) .———/ ‘ esporozoitos cada uno. . La infeccion

A - Lsianio infeclvo e les en hezes ; oix ’
Atpdodapisies i ocurre tras la ingestién de esporoquistes

Figura 16. ©V conteniendo ooquistes.
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Los esporoquistes se
_sw,m’\ — desenvuelven en al intestino delgado

P liberando sus esporozoitos, los
L "J}Q 1.- Iﬁ @
(3 fo)

cuales invaden el epitelilo celular e

inician la esquizogonia. “'. Tras la

coyuslos rnaéu.'fx‘. ASEXUAL .‘h_:mzc.tlcs ;
ruptura de los esquizontes, los

meoganelo merozoitos son liberados e invaden
nuevo epitelio celular, donde

contindian la multiplicacién de forma

A O@ asexual . Los trofozoitos se
wslos h
o e desarrollan  dentro de los
maciegamslo " . . L
sexua. O esquizontes que contienen multiples
Merozoitos.
Fiqura 17 ©V

Después de un periodo de por lo menos una semana, comienza la fase sexual de
reproduccion con el desarrollo de gametocitos sexuados. ', La fertilizacién resulta en el
desarrollo de ooquistes que son excretados al evacuar. . Isospora belli infecta tanto a
humanos como a animales.

Todos los estadios, trofozoitos, esquizontes, merozoitos, gametocitos y ooquistes, son
encontrados, desarrollandose de la misma manera en que lo hace Cryptosporidium.
Aunque comparten similitudes, también encontramos diferencias entre estos dos parasitos
Isosporay Cryptosporidium, como son: & %)

a) Isospora se desarrolla en el citoplasma celular y como es mas grande, se distiende
deformando la forma de la célula.

b) Isospora se localiza por arriba, por debajo, 0 a un costado del niicleo.

c) Al tiempo de la evacuacion de las heces el ooquiste de Jsospora no se encuentra
esporulado y por lo tanto no infectivo.

d) Isospora requiere de una fase de desarrollo en el ambiente para adquirir su caracter
infectante.



e) Finalmente los ooquistes de Isospora miden poco mas de 33 pm, que es mas o
menos siete veces el tamano de Cryptosporidium. Al tiempo en que se evacuan las
heces, los ooquistes de I belli presentan un Unico esporoblasto, la célula que
desarrolla en dos esporoquistes en aproximadamente una semana a temperatura

ambiente,

Los estadios de Isospora en los tejidos son mas largos que en Cryptosporidium, y la
morfologia de estos estados de desarrollo son faciles de determinar.

Los merozoitos son algunas veces, simples organismos Unicos en el citoplasma celular
midiendo aproximadamente de 2 x 5 pym, con un ndcleo prominente. Los estadios de
esporozoito para madurar a esquizonte y de merozoito a esquizonte son idénticos
morfologicamente. Algunos merozoitos se desarrollan dentro de gametocitos.

Durante la esquizonogia, el organismo crece a un tamafo relativamente largo antes de
comenzar su division nuclear, y en esquizontes maduros, los merozoitos son claramente
delineados como estructuras elongadas con un Unico ntcleo. El microgametocito contiene
numerosos nucleos con cada uno correspondiendo a un microgameto. La identificacion

de uno o mas de estos estadios es necesaria para el diagnéstico. ©®?

Distribucion Geografica y Epidemiologia

A lo largo de todo el mundo se han reportado infecciones por Isospora generalmente
como casos esporadicos o como pequefios ramilletes de casos de estudios parasitologicos,

pero debe aclararse que el interés en esta infeccidn es pobre. 397

El habitat de Isospora belli son las células epiteliales del intestino delgado. Isospora se
adquiere del ambiente por ingestion de polvo o comida contaminada con polvo que
contiene ooquistes. El agua puede jugar un papel importante en la transmision pero
epidemias por contaminacion de agua potable con Isospora no han sido reportadas.
Isospora es mas comUn en los tropicos que en zonas templadas y en éareas de pobreza

donde la contaminacion del ambiente con materia fecal humana es una practica comun.
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Isospora es dificil de detectar en las muestras clinicas porque es sumamente delicada y

traslucida. Su deteccion requiere de una discreta iluminacion del campo microscépico, el
cual no se practica cominmente en un analisis de rutina.  Es por esta razén que no se le
reporta en la mayoria de los estudios parasitologicos intestinales, se requiere de un
especial interés y de una busqueda especial antes de ser encontrado.

’:' ‘-3. Ooquiste de  Isospora belli con 2
¢ -~ esporoblastos. Imagen cortesia de la
; Divisién de Enfermedades Parasitarias del

L] . 1

' ¢ Centro Nacional de Enfermedades
?C. ."._ ) Infecciosas. (CDC), Atlanta, Georgia
\wl‘

Figura 18 ©Y

El interés de Isospora hoy dia es por la prevalencia entre individuos afectados de VIH en
quienes provoca una gastroenteritis cronica, en paises en desarrollo se ha reportado en
porcentajes de afectados entre 3y 19 %.

Ya que no ocurre una transmision a través de las heces frescas, la diseminacién del
organismo entre la poblacion gay u homosexual no ocurre.

1 belli es altamente especifica con relacion al huésped y no ha sido encontrada en
el intestino de animales.

Manifestaciones Clinicas

Muchos pacientes son asintomaticos otros presentan manifestaciones que consisten
principalmente en una diarrea autolimitada y suave, molestias abdominales, y febricula
que dura aproximadamente una semana.

En pacientes inmunosuprimidos, Isospora es una infeccion de caracter oportunista

clinicamente indistinguible de la Cryptosporidiasis. Produce una enfermedad cronica con
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diarrea que puede durar hasta un mes o mas; dolor y calambres abdominales difusos,

nausea, y pérdida de por lo menos 10 % del peso corporal en un periodo de 2 meses
anterior al diagndstico. ®”  El niimero de las evacuaciones varia entre 5y 15 por dia,
después de las cuales puede ocurrir una severa deshidratacion. Sintomas de una mala
absorcion pueden ser detectados en algunos pacientes bajo investigacion. En algunos
pacientes la enfermedad puede durar hasta 20 afios con intermitencia.

La Isosporidiasis se tiene identificada como una infeccion cronica en individuos con
el virus tipo I de leucemia de células T. @

Signos y Sintomas

o Diarrea profusa, acuosa, sin sangre, que puede llegar a contener algo de
moco, y de olor penetrante.

o Calambres y dolores abdominales, vomito.

o Malestar generalizado, anorexia, pérdida de peso.

o Fiebre moderada.

o Esteatorrea en casos prolongados

Para algunos investigadores, los sintomas de Isosporiasis sugieren un mecanismo de
infeccion mediado por una toxina, pero ningln elemento de este tipo ha podido ser
identificado.

Diagnéstico Diferencial
« Inflamacion intestinal

» Amibiasis y Giardiasis « Dano intestinal generalizado

« Cryptosporidiosis « Sindrome del intestino irritable
« Diverticulitis o Strongyloidiasis

« Gastroenteritis esonofilica o Colitis Ulcerativa

Otros problemas relacionados:

+ Linfoma Intestinal
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Diagnéstico de Isospora sp

El diagnostico se basa en una combinacion de pruebas clinicas, epidemioldgicas y de

laboratorio.

El examen directo de las heces frescas o concentradas es el método de deteccion de
la infeccion por L bellj, puesto que los ooquistes son visibles al microscopio dptico sin
tefiir. Es frecuente la aparicién de cristales de Charcot-Leyden. ®

Los coccidios se identifican a nivel de especie por la estructura de su ooquiste
esporulado. En las heces recién emitidas los ooquistes son ovalados, de 20-33 pm por 10-
19 pm y, generalmente, contienen uno o dos esporontes inmaduros. El ooquiste maduro,
que a su vez incluye dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno, aunque se
desarrolla en el medio externo, puede ocasionalmente observarse en las heces, siendo la

forma infecciosa para el hombre.

Los métodos de concentracion son mas sensibles que los exdmenes directos sobre
heces frescas, siendo el método de flotacion de Sheater un método excelente para la
deteccion de . belli. Algunos conservadores como el alcohol polivinilico pueden deformar
la pared del ooquiste siendo dificil de observar su estructura, & 5% 0 %99

Los métodos de tincion sobre frotis de muestras concentradas pueden ayudar a la
deteccion de los ooquistes de I belli La tincion de acido-alcohol resistente modificada
(Ziehl-Neelsen modificado) tifie los ooquistes de rosa y los esporontes o esporoblastos de

rojo.

Técnicas de Tincion:

« Tincion fluorescente de Auramina-rodamina
» Tincién Kinyoun alcohol acido-resistente modificada
e Tincion Safranina Tricromica

e Microscopia ultravioleta autofluorescente
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Los ooquistes también se tifien mediante el método de la auramina-rodamina, apareciendo
fluorescentes. Con la tincion de Giemsa los ooquistes y esporoblastos se tifien de azul
mientras que la tincion tricrémica es de poca utilidad para identificar 1. belli. En la figura
19 se puede observar un ejemplo de tincion para preparaciones con Isospora belli.

Figura 19, ®®
Ooquistes de Isospora belli, pueden ser visualizados mediante epifluorescencia en
preparaciones en fresco como se muestra en la figura 2. Preparaciones tefiidas con la
tincién dcido resistente (2F), Sin tefiir y observada bajo microscopia de contraste
(26) y Epifluorescencia (2H).

A continuacion se muestra un esquema de indica como analizar las muestras que se sospechan
contienen a Isospora. (53, 55, 90, 98-102)

Recoleccion de la Muestra

I e

Examen directo Concentracion Conservacion
Método de Ritchie o formol al 10%
Método de Flotacién
de Sweater o de Ferreira \/
Fijacion
\ al caloryen metanol
Tinciones

Tinci6n fluorescente de auramina-rodamina, tincion de Kinyoun,
Tincion de Safranina Tricromica
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En el cuadro 6 se hacen una serie de consideraciones relativas al diagndstico de laboratorio.

Cuadro 6

Consideraciones importantes en el diagnéstico de laboratorio de las infecciones
por Isospora belli.

o Los ooquistes son mds fdcilmente reconocidos e identificados en los exdmenes en fresco
(ya sea con o sin concentracién)

o La fijacién de las heces con alcohol polivinilico (APV) puede dificultar la identificacion de
los ooquistes de I. belli, por alteraciones en la pared.

o La observacién de ooquistes con tincién de auramina-rodamina, debe ser confirmada
siempre mediante la observacién de los ooquistes en fresco o tras tincién que demuestre la
dcido-alcohol resistencia (Ziehl-Neelsen modificado, Kinyoun).

o Cristales de Charcot-Leyden pueden ser observados en las muestras.

o Leucocitos Polimorfonucleares (PMNs) no se han observado en muestras clinicas.

Los aspirados duodenales y las muestras de biopsia de intestino delgado pueden
utilizarse cuando existe sospecha de infeccion por L belliy los examenes de las heces son

negativos.

Los ooquistes de I. belli se observan en los aspirados duodenales, mientras que en las
muestras de biopsia pueden identificarse distintas fases de desarrollo del parasito
mediante tinciones histoldgicas, o bien observarse lesiones caracteristicas. Los principales
cambios microscopios son la atrofia de las vellosidades y la hiperplasia de las criptas,
pudiendo existir gran nimero de eosindfilos en la lamina propia, junto con células
plasmaticas, linfocitos y leucocitos polimorfonucleares. No existen pruebas seroldgicas

disponibles para diagnosticar la infeccion
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Figura

QOoquistes de Isospora belli. Los
ooquistes son largos (25 to 30 ym)
y de ftipica forma elipsoidal.
Cuando son excretados, lo hacen
en forma inmadura conteniendo un
esporoblasto.

(A, B). El ooquiste madura
después de la excrecién: el
esporoblasto se divide en dos (C),
el cual desarrolla  una pared
quistica y se convierte en
esproquiste, el cual eventualmente
contiene hasta cuatro

estporozoitos cada uno.

20 8
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4.2 MICROSPORIDIOSIS

Introduccion

Los reportes de la existencia de organismos pertenecientes a Microspora datan del
siglo pasado, infecciones por microsporidios han sido reconocidas durante décadas. En
1857 fueron identificados en animales y no fue hasta 1959 “°? que un microorganismo
perteneciente a este género Encephalitozoon sp fue reconocido como patégeno potencial
en humanos.

Todo el género Microspora esta compuesto de organismos obligatoriamente
intracelulares. Se caracterizan por la presencia de diminutas esporas, dentro de las cuales
se halla un dispositivo que expulsa las formas infectivas hacia el interior de la célula.
Cuentan también con uno o dos niicleos rematados y contiguos, tienen ribosomas 70s y
por lo menos un estrato de quitina en la pared de las esporas. **¥

Mas de 900 especies pertenecen a este Phylum, y se sabe también que causan
infecciones en la mayoria de los animales (abejas, peces, mosquitos, pulgas, saltamontes,
roedores, conejos y una gran variedad de mamiferos).

La clasificacion se basa en el tamaio, en el arreglo del nicleo, en el modo de division y
en asociacion de las formas proliferativas dentro de la célula hospedadora. Para una
subclasificacion de Microspora se ha acordado hacerlo en dos partes: una de ellas la
Microsporea que contiene al orden Microsoporida, que incluye todos los géneros y
especias que afectan a los humanos. ™ A su vez Microsporidia presenta dos grupos:
uno en el cual las esporas estéan formadas de manera individual en la célula, el
Apansporoblastina, y la otra en la cual las esporas se desarrollan en paquetes al interior
de vesiculas o membranas, la Pansporoblastina. “*Y

Cuadro 7 (104, 105)

CLASIFICACION TAXONOMICA
(Géneros de importancia médica)

Reino Protista
Protozoa
Phylum Microspora
Subphylum Microsporidea

Microsporida
Encephalitozoon sp, Enterocytozoon sp,
Nosema sp, Pleistophora spp

——— . ——




Existen al menos 14 especies que han sido identificadas como patdgenas para los seres
humanos: Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis*, Encephalitozoon hellem,
Encephalitozoon  cuniculi,  Pleistophora sp.,  Trachipleistophora  hominis, T.
anthropophthera, Nosema ocularum, N. algerae, Vittaforma corneae, Microsporidium

ceylonensis, M. africanum, Brachiola vesicularum, B. Connori

* Encephalitozoon intestinalis fué clasificado previamente bajo el nombre de Septata
intestinalis, pero se le reclasifico como Encephalitozoon intestinalis en base a la similitud

en morfologia, antigenicidad y niveles moleculares con las otras especies de este género.

Actualmente (hasta el afo 2000) los mas reportados y que cobran notable importancia
son los siguientes 6 géneros: (1%

Enterocytozoon ( E. bieneusi)

Encephalitozoon ( E. cuniculi, E.hellem, E.intestinalis)

L

Pleistophora sp.
- Trachipleistophora ( T. Hominis, T. Anthropophthera )
- »Nosema ( N. Connori, N ocularum )

- Vittaforma ( V.corneae )

La morfologia general de la espora y el ciclo de vida de Microsporidia que
afecta a los humanos es algo similar en todas las especies. "% Las esporas oscilan en
tamano entre 1 y 4 micras, son usualmente ovaladas y tienen una pared relativamente
gruesa. Dentro de la espora la estructura mas sobresaliente es el filamento polar
espiralado, el cual se origina desde el disco de unién. El filamento polar esta
estrechamente enroscado, formando asi numerosas curvas en una o dos hileras. Poseen
también un aparato de extrusion constituido por un disco de anclaje, poseen un tdubulo

polar, un polaroplasto lamelar y un polaroplasto tubular. El esporoplasmo se encuentra en
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el polo opuesto al disco de unién, con uno o dos nucleos, dependiendo de la especie de
que se trate. La presencia de un granulo PAS-positivo en el extremo anterior de la espora
también es caracteristico de los microsporidios, pero no es muy facil identificarlo en
esporas muy pequefias. “°® Las esporas se forman y maduran intracelularmente. Cuando
maduran las esporas, al ser expulsadas, se valen del filamento polar para atravesar y
abrirse paso en la membrana celular de las células del huésped, asi como en las células
aledafnas, y entran al citoplasma para transferir el esporoplasmo. Una vez que el
esporoplasmo se localiza en una nueva célula, se transforma en un meronte y comienza
a crecer. En algunas especies, el meronte esta en contacto directo con el citoplasma
celular, en otras crece dentro de una vacuola o una cisterna definida.  El crecimiento y
multiplicacion del meronte se conoce como Merogonia, que es resultado de la produccion
de esporontes que se diferencian en esporoblastos y finalmente en esporas. "% Las
Esporas maduras son eliminadas con las heces fecales y otras secreciones del huésped.
Estas esporas estan listas para entrar en otro huésped susceptible ya sea por la boca o
por via respiratoria 0 en contacto directo con superficies mucosas.

Micrografia electrénica de una espora de
microsporidia que muestra las secciones
transversales del tubo o filamento polar (PF).
Entre otras notables estructuras estdn: el disco
de anclaje (AD), polaroplasto (P), exospora (Ex),
endospora (En), nicleo (N), y la vacuola posterior
(Pv).

Figura 21 ‘%7

Representacién esquemdtica de una espora de
Microsporidia, que muestra al esporoplasmo
(SP), nicleo (N), polaroplasto (P), filamento
polar (PF), vacuola posterior (Pv)y pared de la
espora (SW).

Figura 22 (9




Representacidn  esquemdtica
de la germinacion de la espora
que nos muestra como el
polaroplasto  forma la
membrana plasmdtica del
esporoplasmo emergente y la
posible participacion  de la

presién osmética.

(107)

Figura 23

Ciclo Biologico de Microsporidium spp

En la figura que a continuacion se muestra, se esquematiza el ciclo bioldgico general para
microsporidia, y que puede presentar variaciones segin la especie. Pero
fundamentalmente consta de tres fases: a) infectiva, b) proliferativa y c)
esporogonica. (1%®

a) Laforma infectiva de Microsporidia es la espora, que es capaz de sobrevivir por largo
tiempo en el ambiente. @. La espora pone al exterior su filamento polar que le
perm[te asirse e infecta a la célula huésped, . La espora inyecta el esporoplasmo al
interior de la célula a través del tubo polar ©.

b) Una vez adentro el esporoplasmo comienza una extensa multiplicacion llamada
Merogonia (fisién binaria) o Esquizogonia (fision mditiple) @. Este desarrollo puede
ocurrir en contacto directo con el citoplasma celular o dentro de una vacuola especial.
¢) Los Microsporidios se transforman por Esporogonia en esporas maduras, ©. Durante
la esporogonia se forma una capa gruesa alrededor de la espora que le provee
resistencia bajo condiciones ambientales adversas. Cuando la espora se incrementa en
numero y llenan el citoplasma celular, la membrana celular se rompe vy libera las esporas
hacia sus alrededores ©. Estas esporas maduras tiene la capacidad de volver a

infectar nuevas células y continuar con el ciclo.
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E. cuniculi
E. intestinalis

E. intestinalis
Desarrollo intracelular de esporas de E. Bieneusi y E. intestinalis

Encephalitozoon inleslinalis®
* Este desarrollo al interior de la vacuola parasitoférica también ocurre para E. hellem y E. cuniculli

Figura 24
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Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas que ocurren en la Microsporidiosis son diversas y varian

de acuerdo al agente causal que las produce. De un modo general pueden resumirse en el

cuadro och

o, (109, 110)

Cuadro 8

Especies de Microsporidios

Manifestaciones Clinicas

Enterocytozoon bieneusi™

Encephalitozoon intestinalis (syn. Septata
intestinalis)

Encephalitozoon hellem y Encephalitozoon cuniculi
Vittaforma corneae (syn. Nosema corneum),
Nosema spp. (N. connori y N. ocularum)
Trachipleistophora hominis y Pleistophora sp.

Microsporidium (M. ceylonensis y M. africanum)

Diarrea, Colecistitis
Infeccion en el tracto GI causando diarrea, y

diseminacién a los ojos, y al tracto genitorurinario y
respiratorio

Keratoconjunctivitis, infeccién del tracto
genitourinario y respiratorio, e infeccién diseminada.

Infeccién Ocular

Infeccién Muscular

Infeccién de la cérnea

Las vias de transmision que se han propuesto para el parasito son principalmente el

fecalismo y la via respiratoria. Las edades afectadas con mayor frecuencia comprenden

entre los 30 y 40 afos predominando en varones homosexuales con SIDA o alguna otra

inmunosupresién importante.

(103)

Microsporidiosis ocular

De las 13 especies causantes de patologia en el hombre, hasta el momento solo 7

han sido aisladas en pacientes con manifestaciones oculares presentes en el segmento

anterior del ojo, en donde se producen lesiones superficiales o profundas de la cornea,

estas especies son:

(111-114)

- Vittaphorma corneae

- Encephalitozoon cuniculi

- Microsporidium ceylonenesis

- Trachipleistophora homini

- Encephalitozoon hellem
- Nosema ocularum

- Microsporidium africanum
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En la infeccion ocular se postula un mecanismo de transmision directa a través de
las manos contaminadas con orina, heces o secrecion nasal de pacientes que presentan

microsporidiosis.

Frecuencia

En los Estados Unidos de Norteamérica la mayor parte de casos reportados de
microsporidiosis ~ se encuentran en adultos con alguna inmunosupresion, especialmente
en paciente con HIV. De acuerdo a diversos estudios epidemioldgicos E. bieneusi se le
detecta entre un 15-34% de pacientes con SIDA y que presentan a la vez un cuadro
crénico de diarrea. **) Sin embargo Norte América no es la Unica afectada, ya que
se considera que Microsporidia posee una distribucion mundial, tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo encontrandose en poblaciones mixtas de
inmunocompetentes e inmunosuprimidos en por lo menos en 4 de los 5 continentes
(América, Asia, Europa y Africa).

4.2.1 Encephalitozoon sp

El género Encephalitozoon se desarrolla dentro de vacuolas en la célula, produce dos
esporas’ de un esporonte binucleado, y origina esporas con un solo nlcleo. Las esporas
varian de 1 a 1.5 um y de 2 a 4 um, dependiendo de la especie, y posee entre 5 0 6

(105)

roscas o espirales colocadas en una hilera de un tubo polar. A este género

pertenecen tres especies:

o E. cuniculi
e E. hellem
e E. intestinalis

Las tres son idénticas bajo la luz del microscopio, y solo pueden ser diferenciadas gracias

a técnicas moleculares. Las tres se consideran patégenas para el ser humano.
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Encephalii n cuniculi

Se encuentra tanto en animales como en humanos, en las células epiteliales, lo que
indica que presenta una baja especificidad. En animales la infeccion puede producir
encefalitis y nefritis, pero el parasito puede ser encontrado en cualquier drgano,
incluyendo la placenta.

Ciclo Bioldgico

Las esporas son eliminadas con la orina, heces y esputo. Una vez en el ambiente,
estas son trasportadas hacia otros huéspedes, aunque el modo exacto de transmisién ain
se desconoce. La via oral mediante la ingestion de comida contaminada por materia fecal
u orina de animales enfermos, o los habitos alimenticios carnivoros son las vias mas
probables en los animales. La infeccién en los humanos puede ser adquirida de modo
similar, pero no hay datos registrados disponibles al respecto. Una vez que se hayan
dentro del organismo, los parasitos llegan hasta el intestino, la forma en como lo hacen,
no esta bien determinada. Se ha sugerido que en la pared intestinal, los parasitos son
fagocitados por macrofagos que fungen como trasportadores hacia otros 6rganos.
Experimentalmente se ha observado que cuando la ruta de entrada es la oral, el primer
6rgano afectado es el higado. Por otro lado si la via es intraperitoneal, probablemente las
células del mesotelio son infectadas, ya que la ascitis es la principal y primer

manifestacién. 49

Distribucién geografica y Epidemiologia

La distribucion geografica e £ cuniculi es bastante amplia en animales, pero en
humanos existen pocos datos documentados, la mayoria de estos reportes hacen

referencia a los Estados Unidos de Norteamérica, 19
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Se han realizados estudios seroldgicos para detectar la prevalencia del parasito en
cuestion, asi las cosas, en Malasia se encontré una alta incidendia ante la infeccién, *'® y
también en otras regiones de clima tropical. Sin embargo se han reportado casos en
donde el clima tropical no es precisamente el factor comdn, sino otros, como individuos
con VIH y homosexuales. “'® Lo que sugiere por el Gltimo, que una via comin de
transmision es la fecal — oral. Otros reportes indican un aumento de casos en aquellas
personas que viajan constantemente a lugares tropicales desarrollan infecciones por

microsporidios. %%

Patogenicidad

La forma en la que el pardsito desarrolla la enfermedad en el hombre, es incierta.
Observaciones con microscopio electronico revelan la destruccion celular. Pero se sabe
también que en general los microsporidios presentan una baja virulencia, y todas la
infecciones ocurren entonces en pacientes inmunosuprimidos.

Desde la identificacion de este parasito, se le relacioné con diversas patologias, pero
dadas las técnicas de analisis, no se podia corroborar la identidad del microorganismo en
todas ellas. Actualmente con la metodologia de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se puede estar seguro de la identidad de este agente y su relacion en pacientes
con SIDA. 17

Nefritis Intersticial debida a Nefritis con esporas de Encephalitozoon
Encephalitozoon cuniculi cuniculi

Imagen: Mark Collett
Massey University, Institute of Veterinary, Digeh MakCalest
Animal and Biomedical Sciences. Massey University, Institute of Veterinary,
Figura 25 (29 Figura 26 2V
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La infeccion en pacientes inmunosuprimidos es general. Muestra de ello es el reporte

de un paciente masculino de 34 afios de edad, homosexual, inmunocomprometido y que
presento cuadros de fiebre durante 4 meses, sudor nocturno, tos, y pérdida de peso.
Presentaba una cuenta de linfocitos-T CD4* de 15 células por mililitro ciibico. Ademas el
paciente se quejaba de una pobre agudeza visual, congestion nasal, tos y ulceraciones en
la lengua. De la biopsia que se le realizd se observd bronquitis y neumonia con
numerosos microsporidios en las células epiteliales de los bronquios, asi como infiltracion
de células polimorfonucieares. 2 De igual forma se encontraron microsporidios en las
fosas nasales, en las ulceraciones de la lengua, en la orina y esputo.

@ i) _ Esporas de Encephalitozoon cuniculi en epitelio
@ = Tincion: Hematoxicilina y Eosina
Imagen: Mark Collett .
d Massey University, Institute of Veterinary, Animal
0 2 ‘u 0 and Biomedical Sciences

Figura 27 (2
Encephalitozoon hellem

Fué descrito por primera vez en 1991 de un tejido ocular de un paciente con SIDA. ¢!
Morfoldgicamente es muy similar a £ cuniculi. Sin embargo es posible determinar una
diferencia con ayuda del microscopio electronico, una densa capa sobre la superficie tanto
del esporonte, del esporoblasto y de la espora. Para el caso de E. hellem, esta capa se
deposita paulatinamente de manera mads gruesa a lo largo de los estadios. Y en el caso
de E. cuniculi las mismas deposiciones, comienzan hacerse discontinuas, angostas hasta
que finalmente se fusionan, (% 111 123129 Eqa es |a diferencia que permite distinguir
entre estas dos especies.

Esporas de Encephalitozoon hellem de un cultivo celular que
muestran el fubo polar expulsado y tefiide mediante
microscopia de fluorescencia indirecta que utiliza

anticuerpos policlonales de conejo.

Figura 28 (59
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Patogenicidad

No se conocen a la fecha los mecanismos por los cuales E.  hellem produce
enfermedad en los seres humanos, tampoco se disponen de datos experimentales en
animales. De hecho los Unicos datos de infeccion reportados son en humanos VIH
positivos e inmunosuprimidos, (112113, 125)

Es en esos pacientes en donde se han encontrado cuadros como querato-conjuntivitis,
queratitis, sinusitis.

La afeccién ocular es bilateral y compromete a las células epiteliales de la cormea y
conjuntiva. Puede cursar de manera asintomatico y ser detectada Unicamente bajo un
analisis rutinario oftalmoldgico. La afeccion se vuelve cronica y puede desarrollarse
lentamente produciendo fotofobia, vision borrosa y malestar. Es entonces cuando el
paciente acude al médico, el cual bajo exploracion observa una cornea erosionada sin
uveitis; y ocasionalmente pueden encontrarse infecciones bacterianas asociadas. '¥

Cuando la enfermedad logra diseminarse en el organismo, podemos encontrar cuadros de
bronquitis, dafio a los rifiones, uréteres, vejiga y glandula prostatica con formacion de
abscesos.

De alli que las muestras para el andlisis del laboratorio se recojan de orina, esputo,
secreciones nasales y conjuntivales.

£ i / /1

Este parasito se distingue por dos caracteristicas: (29
a) por el desarrollo del mismo en el interior de vacuolas de enterocitos, macréfagos,
fibroblastos y células endoteliales, en las cuales cada estado se desarrolla dentro
de una camara separada por un septo;

b) por el desarrollo de células binucleadas o tetranucleadas.

Las esporas en su estado maduro presentan las siguientes dimensiones: 2.0 por 1.2 pm,
y el microtbulo tiene de 4 a 7 roscas, cominmente 5.
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Encephalitozoon intestinalis, **

Ay B. Estados monocucleares tempranos

c. Multiplicacion  del  pardsito
(Merogonia) y produccién de esporas
(Esporogonia) ambas ocurren dentro de
vacuolas parasitoféricas

D. Espora madura

Figura 29

Patogenicidad

A E intestinalis se le ha reportado junto con £ bieneusi lo que indica que ambos
parasitos cursan comunmente en la misma infeccion. Sin embargo se considera que £
intestinalis es mucho mas invasiva de ahi que se presenten cuadros diseminados que
involucran la vesicula biliar, el tracto urinario y respiratorio. Se le ha aislado en
practicamente cualquier area del intestino en pacientes con SIDA que pueden presentar o
no cuadros diarreicos' '#”

Puede originar nefritis, queratitis, enteritis colangitis, cistitis e infeccion diseminada,
similar’a la que se produce con otras especies del género Encephalitozoon. También se
ha encontrado a este parasito en érganos mas profundos y probablemente esto se deba a
que los microorganismos viajan a través de monocitos en el torrente sanguineo de la
pared intestinal hacia otros drganos, % 12130

Las caracteristicas histolégicas mds sobresalientes, son que cuando se trata de £
intestinalis, encontramos numerosos cuerpos eosinofilos de 1 a 2 micras al interior de
vacuolas citoplasmicas que se tinen adecuadamente con hematoxicilina y eosina. Las
células cominmente afectadas son las del epitelio de cualquier porcion del intestino,
ductos biliares, tibulos renales, urotelio, bronquiolos pulmonares, cornea y conjuntiva.

En la afeccion intestinal los parasitos se encuentran agrupados dentro de vacuolas

localizadas en el citoplasma apical de enterocitos, **"
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Sintomas

Diarrea cronica, fiebre, colangitis, sinusitis, bronquitis y conjuntivitis bilateral
Individuos que presenta un cuadro severo muestran una cuenta de linfocitos T CD4" por

debajo de 100 células por mililitro clibico. (14 10% 132 133)

Diagndstico

Observaciones cuidadosas del parasito bajo  aceite de inmersion muestran
birefringencia producida por la pared de las esporas y la vacuola de la espora en uno de
sus polos.
El parasito se tifie con Giemsa, Tincion Tricromica, Tincion acida de Schiff, Gram y
metamina de plata. (%109

4.2.2 Enterocytozoon sp

Enterocytozoon bieneusi

En 1984 se realizd la primera observacion de este microorganismo, que aun no estaba
clasificado, y ni siquiera nombrado. Fué hasta un afio después que se cred el nuevo
género y especie del mismo; se le reconocié como un enteroparasito que produce diarrea
en pacientes con HIV *¥, es en esos casos donde la prevalencia esta por arriba de un
30%; sin embargo se han reportado otros, entre ellos a) Paciente adulto inmuno
competente en un cuadro clasico de “diarrea del turista” ***, b) Paciente de origen
africano, infantil ( afio y seis meses de edad) inmuno competente.

Enterozytozoon no ha sido encontrado en animales, y los esfuerzos para cultivarlo en
condiciones de laboratorio se han logrado de un modo parcial. Este microorganismo ha
sido reconocido gracias a la epidemia mundial de SIDA. Se encuentra bien adaptado a los

humanos, presenta una baja virulencia, produciendo afecciones subclinicas o sintomaticas.
(136)
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Ciclo Biologico
Es muy similar al de otros microsporidios, excepto por la forma de crecimiento y

division de las esporas. E bieneusino se encuentra dentro de una vacuola, se desarrolla

en estrecho contacto con la célula citoplasmica en los organelos.

Las esporas son de forma ovalada, aprox 0.5 micras de didmetros. Una vez que la
espora inyecta el esporoplasmo al interior de la célula, el parasito comienza su division
esporogdnica, creciendo considerablemente hasta desarrollarse en una forma
multinucleada conocida como el estado proliferativo de fase plasmodial. El trofozoito
plasmodial esta rodeado por la mitocondria y se localiza cerca del apice terminal del
nucleo, lo que produce una deformacion que es caracteristica de estos microorganismos y
algunos otros del género Encephalitozoon. Conforme crece el parasito, el citoplasma
muestra ribosomas, reticulo endopldsmico y pequefias cantidades de membrana. Al
mismo tiempo los microtibulos comienzan a crecer, los cuales se amontonan en dos
hileras de tres roscas cada una, finalmente el parasito se separa, como individuo que
continua madurando en esporas. **”)

CICLO BIOLOGICO
de Enterocytozoon bieneusi

Proliferativo Esporogénico Esporoblastico liberadas

Figura 30 39
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A E bieneusi se le ha encontrado en cuadros diseminados en pacientes
inmunosuprimidos donde se le investigue; incluso en individuos inmunocompetentes ha
sido reportado en estudios seroldgicos, lo que sugiere que es una infeccion comdn en casi
cualquier individuo '®, las diferencias las hacen la virulencia que presenta en estos dos
grupos tan distintos.

Manifestaciones clinicas

- Diarrea inespecifica de caracter cronico en pacientes HIV positivos sin tratamiento
efectivo.

- Dafio pulmonar caracterizado por tos cronica con escaso esputo no purulento y
respiracion fatigada, disnea con ejercicio. *3®

- En vias urinarias se observa colangitis. Estudios radiologicos muestran pequenos
infiltrados en el pecho.

- Los pacientes muestran una cuenta de linfocitos T CD4+ por debajo de 100

células por mililitro cdbico. 3

Se le encuentra practicamente en cualquier porcion del intestino delgado, colon, ductos
biliares y pulmén. (40

Cuando-la infeccion cursa de manera intensa, las células se encuentran atestadas,
degenerando su forma por la presencia de parasitos. **"  Una sintomatologia clara de

este padecimiento son los cuadros diarreicos, sin embargo pueden no presentarse.

Enterocytozoon bieneusi
microsporidio al interior de un
enterocito proveniente de un paciente

con SIDA (12000x) 42

Figura 31
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Morbilidad /Mortalidad

La mayoria de los pacientes con microsporidiosis intestinal diseminada y que a su vez
padecen del Sindrome de Inmunodeficiencia humana son personas con un severo
compromiso de sus células CD4* (<100/mm’), en estas personas la morbilidad es
significativa. Las infecciones por E. bieneusi usualmente refieren en un cuadro diarreico
en extremo debilitante que puede durar varios meses. El indice de mortalidad en estos
pacientes es superior al 56%. '3

Reportes de infeccién por £ bieneusi se incrementan afio con afio entre la poblacion de
viajeros que regresan de zonas tropicales. En estudios epidemioldgicos entre turistas y
residentes afectados por un cuadro de microsporidiosis intestinal, £. bieneusi se encuentra

en porcentajes que alcanzan hasta un 90%.
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4.2.3 Vittaforma corneae

(Nosema connori)

Fue descrito como organismo no clasificado por primera vez en 1973, pero fue hasta
1995, cuando después de estudiar varios casos similares y con la ayuda de mdltiples
técnicas se identifico y se cred el género y especie de Vittaforma corrneae. Se distingue
de otros microsporidios por el tamafo de sus esporas, 4.0 a 4.5 por 2.0 a 2.5 pm y la
presencia de dos nlcleos . Unicamente se ha reportado en biopsias de corneas en su
curso natural. Bajo condiciones experimentales puede afectar al higado al inyectarse
intraperitonealmente en ratones. La microscopia electronica permite distinguir la presencia
de dos nlcleos abultados en el interior de este pardsito. El numero de tdbulos
enroscados varia de 0 a 2, (%143

Todos los estados del ciclo vital crecen en una cisterna hecha por la membrana del
reticulo endoplasmico del huésped, y los merontes producen de 4 a 8 esporoblastos
acomodados de manera lineal.

Micrografia electrénica (x 30,000)
de Nosema connori que muestra el

filamento polar enroscado. %

Figura 32
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4.2.4 Pleistophora sp

Las especies del género Pleistophora son generalmente parasitos de los musculos de
artropodos de vertebrados como peces, anfibios y reptiles. Los Unicos reportes referentes

a mamiferos, son en el hombre. (%9

Ciclo biologico

El ciclo de vida de este género es parcialmente similar a otros microsporidios. La
multiplicacion procede del esporoplasmo a un esporonte, pero le siguen diferentes rutas.
El esporonte, en vez de formar un esporoblasto, pasa por muiltiples divisiones que al
mismo tiempo que la membrana se adelgaza para formar vesiculas que varian en el

numero de esporoblastos en donde maduraran las esporas.

Las esporas estan contenidas en un saco cuyo nombre se conoce como vesicula
esporoférica que mide de 3 a 4 um, con un sdlo nlcleo. Este género posee por lo general
8 esporas por cada vesicula. Otra particularidad es que en los primeros estadios del
parasito el desarrollo ocurre en estrecho contacto con citoplasma celular y con el reticulo
endoplasmico que cubre al mismo tiempo la vesicula esporofdrica y la cisterna que se

forma. (%9

Hasta ahora se conocen por lo menos tres infecciones de éste género en individuos

inmunosuprimidos en su mayoria
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4.2.5 Trachipleistophora sp

Trachiplestophora hominis

Este nuevo género se creo para acomodar a los microsporidias encontrados en pacientes
con SIDA en Australia y Europa. Estos individuos presentaron junto a un cuadro severo de
miocitis, fiebre y perdida de peso, o con infeccion generalizada incluyendo el cerebro. %
La caracteristica de este nuevo género en cultivos del parasito son parecido a los de
Pleistophora, excepto por la apariencia de una superficie que cubre y rodea todos los
estados de desarrollo (merontes, esporontes, y esporoblastos). Esta capa en contraste
con Plestophora, es rugosa. (%149

Las vesicuolas esproforicas de T hominis contiene de 2 a 32 esporas. Las cuales son
uninucleadas, midiendo entre 4 y 2 um, presentando cerca de roscas por tubulo.

Se le ha aislado de la cérnea, musculo esquelético y secreciones nasales. (4

Trachioleistoohora hominis *%

Esporas de Trachipleistophora
hominis  que muestran su tubo
polar que le permite inyectar el
esporoplasmo al interior de la

célula hospedera **¥

Figura 34

84



Trachipleistophora anthropophthera

En contraste con 7. hominis tiene un doble desarrollo, con dos tipos de vesiculas
esporforicas y sus esporas. (¥

- Las del tipo | presenta 8 esporas (entre 2.7 y 2.0 pm) un endosporo delgado y un
filamento polar con siete roscas y dos terminales.

- Las del Tipo Il presenta pequenas vesiculas con solo dos esporas generalmente
redondas (2.2-2.5 por 0.8-2.0 um). Y cerca de cuatro o cinco roscas en el
filamento polar. %

Se le ha aislado del cerebro, rifiones, pancreas, tiroides, paratiroides, corazon, higado,

bazo, nodos linfoides y meédula espinal

Micrografia electrdnica de
macrdéfagos humanos
cerebro infectados con T.

anthropophtera %

Figura 35

Thelohania-Pleistophora

El genero Thelohania esta muy cercano a Pleistophora, compartiendo la mayoria de
sus caracteristicas. La diferencia es el nimero de roscas del tubo polar, 6 0 7 en
Thelohania y 9 a en Pleistophora. “®Y Ademas Thelohania presenta dos roscas
extremadamente delgadas, y peculiarmente puede hallarsele en el Sistema Nervioso

Central, mientras que Pleistophora se restringe a los musculos. 47
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4.2.6 Brachiola vesicularum

La especie B vesicularum fué encontrada en un paciente con SIDA asociado a miositis.
En las esporas maduras de este organismo, el tubo polar forma dos hileras de rollos cada
cual con 8 a 10 enroscamientos, aunque también pueden agruparse en una sola fila o en
un triplete de las mismas. Parece ser que este patdgeno infecta en particular a las células
del musculo esquelético. El desarrollo de las esporas toma lugar en un estrecho contacto
con el citoplasma de la célula hospedadora. *® Este microorganismo adn no ha sido
mayormente reportado, pero se espera que con el avance de técnicas de estudio pronto
pueda detectarse en un mayor nimero de casos.
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DIAGNOSTICO DE LA MICROSPORIDIOSIS

Los sintomas que se encuentran en un cuadro de microsporidiosis pueden usualmente
confundirse con otras patologias y de ahi la importancia de poner de manifiesto al agente

causal que lo produce a fin de poder implementar un adecuado tratamiento.

Entre las diversas patologias con que puede confundirse a esta enfermedad encontramos:
(103, 115)

(Diagnostico Diferencial)
- Cryptosporidiosis
- Infecciones con CMV
- Gastroenteritis Bacteriana
- Gastroenteritis Viral
- Giardiasis
- Isosporiasis

- Enfermedad inflamatoria intestinal

La importancia de que se cuente con un método especifico, radica en que la
terapéiitica necesaria para erradicar este padecimiento es diferente dependiendo de la
especie responsable, por ejemplo, £ intestinalis responde favorablemente al tratamiento
con albendazol, pero no se reportan grandes beneficios cuando se desea con este mismo

farmaco combatir a £ bieneusi.

Es muy importante recalcar la importancia de hacer un analisis completo del
historial del paciente y hacer un adecuado examen fisico que junto con las pruebas de
laboratorio integren clara y detalladamente un buen expediente del individuo y cada

detalle sea tomado en cuenta para el diagndstico final.
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Cuadro 9 )

Revision _General del Paciente

Examinacién Superior

(*Cabeza, *ojos, *oidos, *nariz, y *garganta.)

Pacientes con una afeccion ocular debida a Encephalitozoon sp
pueden mostrar hiperemia en la conjuntiva, lo que puede ponerse de
manifiesto en la oscultacion con wun lampara que revelara wuna
queratoconuntivitis la cual se caracteriza por una difusa, superficial y punteada
queratopatia.

La infeccion es frecuentemente bilateral. La ulceracion de la
cornea es rara en pacientes con SIDA, y no se ha reportado afeccion de la
retina.

Aquellos que tengan comprometida las fosas nasales pueden
mostrar costras o purulencia y adelgazamiento y/o apariencia granular de la

mucosa.

Examinacion abdominal

Delicadeza abdominal, puede observarse ictericia esto es poco

frecuente, pero no descartable

Examinacion musculo-esquelética

Los musculos se observan débiles y delicados, la piel puede llegar a

mostrar nodulos o lesiones necroticas.
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Estudios de Laboratorio

A reserva de que en el presente trabajo se menciona un apartado especial para el
diagndstico de cada una de las parasitosis, baste por el momento mencionar los diferentes

anélisis que pueden realizarse para lograr un diagndstico adecuado, - 33 55 104, 150-160)

Toma de Muestra
(heces fecales, orina, biopsias, secreciones oculares, etc)

Examen directo
Preservacion:
Preservador Formalina al 10 %, o SAF.
(andlisis posterior a las primeras 24 horas o
muestras que seran almacenadas por largo tiempo)

/\

Concentracion: Fijadores:
Método de Ritchie o Al calor o
Sedijmentacion con Acetato de etilo-Formalina Solucion de metanol

Tinciones:
Para biopsias; Warry Stain, Giemsa, Gram

Para fluidos corporales en general; Lugol parasicologico, Tincion Blanca de calcofllior, Uitex
2B, Tincion de Cromotropo, Gram-Cromotropo, Ziehl Neelsen modificada, Tincién de
Safranina Tricromica (ST).

Inmunoldgicos:
Inmunoensayos ezimatico; IFA con anticuerpos mono y policlonales, ELISA.

Biologia molecular:
Al finalizar el capitulo de métodos diagnosticos se encuentra un apartado en exclusiva para
tratar este tipo de pruebas diagndsticas,
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Microscopia Electronica de Transmision

El diagnostico definitivo para la microsporidiosis depende de que se logre poner
de manifiesto al parasito ya sea en un tejido de biopsia o en algun fluido corporal (orina,
aspirado nasal, biliar, liquido cerebral, fluido espinal) o en una evacuacién que sea
examinada por medio de microscopia electrénica de transmision (TEM; del ingles
transmision electron microscopy).

Al parasito se le distingue por su morfologia. Todos los estadios de su ciclo
de vida pueden ser encontrados en diferentes tejidos, pero solo las esporas pueden
observarse en fluidos corporales y en las evacuaciones. El tamafio y la ultra estructura de
la espora, en particular la configuracion del tubo polar, distingue bien E. bieneusi de

Encephalitozoon spp. (Figuras 36 y 37)

Figura 36

Micrografia electrénica de Transmisién de
una espora de Enterocytozoon bieneusi en
una muestra fecal que muestra el arreglo
caracteristico del tubo polar con seis
vueltas en dos hileras, ( x28,500), §158)

Figura 37

Micrografia electrénica de Transmisién de una
espora de Encephalitozoon intestinalis de un cultivo
cellular que muestra el tubo polar y de 4 a 7
espirales en sencillas hileras que es tipico del
género Encephalitozoon. (x28,500) (155)

Existen algunas caracteristicas que descartan muchas veces a este método
diagnostico como el elegido en la rutina de deteccion. Se requiere un método invasivo
para obtener la muestra, demasiada laboriosidad en la técnica para preparar las muestras

y realizar el examen.
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A. Micrografia electronica de Transmision
de una célula huésped de un cultivo celular
parasitado por Encephalitozoon intestinalis.
Tanto la forma vegetativo como las esporas
pueden observarse dentro de la vacuola
parasitoférica.  (x5,200) **

B. Micrografia electrénica de Transmision
que muestra el tubo enroscado dentro de una
espora de Encephalitozoon intestinalis de un
cultivo celular. Esta estructra dnica es
bdsica en el diagnéstico microsporidiosis.
(x28,500) (59

C. Micrografia electrénica de Transmision
de un cultivo celular derivado de
Encephalitozoon intestinalis que muestra la
espora con su tubo polar en el proceso de
extrusion. El arreglo en rosca del tubulo
dentro de la espora se haya claramente
demostrado (x39,000) %9

D. Micrografia electrénica de una célula
eucariotica con esporas de Encephalitozoon
intestinalis que desarrollan formas dentro de
la vacuola parasitoférica. Esta es una
caracteristica muy particular de las especies
de microspora (')

Figura 38
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TEM sigue siendo la metodologia considerada de “oro” para lograr la identificacion de las
especies de microsporidia. Sin embargo resulta costosa, involucra numerosas etapas lo
cual invierte mucho tiempo en su desarrollo, haciéndola poco practica para un analisis

rutinario

A: Micrografia electrénica de una
espora de Enterocytozoon bieneusi. Las
flechas sefialan la doble hilera del tdbulo
polar enroscado en una seccién cruzada la
cual es caracteristica de la espora de £.
bieneusi. 1V

Microscopia optica y de Fluorescencia

El examen histologico de especimenes para biopsia permiten diagnosticar la
infeccion por Microsporidia pero no indica con precision el género o la identificacion de la
especie. Las tinciones de tejidos que facilitan la identificacion de microsporidios incluyen a
la Hematoxicilina y Eosina, Tincion de Gram, Giemsa Warthin-Starry y Cromotropo 2R. El
pequeno tamafo de estos organismos y la falta de una notable respuesta de inflamacion
al tejido dificultan la deteccidon de microsporidios. Una vez mas, el procedimiento invasivo
requerido para la obtencion de los especimenes y el largo tiempo que se necesita en el
procesamiento de los mismos representan las mayores desventajas del método. (150 144 138)

Diferentes técnicas de tincion pueden usarse para demostrar la presencia de
las esporas de microsporidios en muestras clinicas. ****% Las esporas aparecen como
estructuras entre ovaladas y redondas con dimensiones que oscilan entre 1 a 4 pm
(dependiendo de la especie). Algunas tinciones como la de Gram, Cromotropo 2R (Figura

40 [A)), y la tincion rapida y en caliente de Gram-Cromotropo (Figura 40 [B]) destacan una

(161)
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Figura 40

A: Frotis de una muestra fecal tefiida con Cromotropo 2R, B: Frotis de una
muestra fecal tefiida con la tincién rdpida y caliente de Gram-Cromotropo que contiene
esporas de Enterocytozoon bieneusi.

Las flechas negras indican esporas de £. bieneusi con su caracteristico cinturén,
acentuado en su didmetro ecuatorial. Las flechas rojas indican una levadura no identificada.
Las flechas amarillas sefialan una espora vacuolada. 5"

El diagndstico de una infeccion por microsporidios mediante microscopia dptica
de especimenes obtenidos mediante técnicas no invasivas constituye un cambio radical
para el laboratorista.  Las esporas de Microsporidia no son observadas en los exdmenes
tradicionales de laboratorio y los pardsitos pasan fadimente inadvertidos en
preparaciones tefiidas con Gram de muestras fecales debido a su pequefiisimo tamafo, su
forma y sus caracteristicas de tincion que son muy parecidas a las que podemos encontrar
en muchas bacterias entéricas. La modificacion de Weber a la tincion de tricromo ha
permitido una mayor identificacion de Microsporidia por medio de la microscopia optica.
(59 Con esta tincion, las esporas de microsporidia adquieren una coloracion entre rosa y
rojo claro y la mayoria tienen una caracteristica linea diagonal o ecuatorial que permite
diferenciar facilmente a microsporidia de bacterias presentes en la muestra.

La sensibilidad y especificidad de esta tincion modificada no han sido ain
claramente establecidas.

Un estudio permitié comparar entre este método diagnéstico (tincion tricromo
modificada) en muestras fecales y la examinacion por TEM de especimenes de biopsias
duodenales de pacientes infectados por VIH, se encontré que para £ bieneusi, sus esporas
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fueron detectadas en muestras fecales en 9 de 9 pacientes que presentaron de moderados
a abundantes parasitos en tejidos y en 8 (57%) de 14 muestras fecales de pacientes
que contenian una baja cantidad de parasitos en sus tejidos. **  Esto ilustra que las
esporas de Microsporidia pueden no ser observadas en muestras fecales por medio de

este método diagnostico (tincion tricromica modificada) en algunos pacientes infectados.

Esporas  de Encephalitozoon
intestinalis en una muestra fecal tefiida
con Tricromo modificado, Note la
caracteristica linea ecuatorial en una
de las esporas. Ampliacién original,
x1,000. (%€

Figura 41

Varios abrillantadores quimiofluorescentes como el Calcofluor blanco y el Uvitex 2B.
Ooriginalmente designada para darle brillo a materiales en la industria textil, como la
ceulosa o fibras de poliamida, Uvitex 2B es un fluorocromo que se une a la quitina en la
pared celular de los hongos y a la capa de la endospora de la pared celular de las esporas
de microsporidios, y permite que la espora sea detectada rapida y facilmente en frotis de
especimenes examinados bajo el microscopio de fluorescencia. **%  Anticuerpos
monoclonales, policlonales y marcados fluorescentemente han sido desarrollados para la
deteccion y especiacion de Microsporidia. % %

Distintos investigadores han realizado estudios donde comparan la tincion
tricromo modificada, calcofluor blanco y anticuerpos fluorescentes policlonales como
métodos diagndstico en ellos han observado que el método de anticuerpos policlonales
es un método sensible para la deteccion de microsporidia en muestras fecales, de orina y

(159 De lo mas destacado de todos esos estudios es que, proponen

lavados duodenales.
iniciar una busqueda de organismos con la tincion blanca de calcofllor y confirmar los
frotis positivos utilizando la tincidn tricromica modificada.  Sin embargo, dicha tincion y el
calcofluor blanco no permiten la identificacion de la especie de Microsporidia; por lo tanto
anticuerpos especie-especificos deben ser usados a fin de proveer la identificacion
definitiva.  Anticuerpos monoclonales especificos para E./intestinalis  han sido usados

en ensayos inmunofluorescentes para la deteccion de esporas en orina, evacuaciones,
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biopsias bronquiales, lavados bronco alveolares y muestras obtenidas de tapones nasales.

@ Anticuerpos especificos para £. bieneusi no han podido ser desarrollados hasta que no
pueda mantenerse exitosamente un cultivo por tiempo prolongado de este parasito.

Inmunofiuorescencia

IFA: Utiliza anticuerpos monoclonales o policlonales para la identificacion de
microsporidios en muestras clinicas. En la figura 42 se muestra un ejemplo de
Identificacion de Encephalitozoon hellem por ensayo inmunofluorescente con anticuerpos
monoclonales. 6V

Las esporas se encuentran en una
muestra de un lavado broncoalveolar de un
paciente con Sida de 30 afios de edad.
Note el brillo fluorescente de la espora, el
cual presenta el tibulo polar de forma

exterior. (161)

Figura 42

Cultivo Celular

Microsporidia ha sido aislada de una variedad de especimenes y de una
variedad de lineas celulares, 3% 140193150 £ hejlem, E. intestinalis, y Vittaforma corneae
han sido aisladas de esepecimenes humanos y mantenidas en subsecuentes cultivos. A £
bieneusi se le ha podido cultivar in vitro por un corto periodo (6 meses). La deteccion de
Microsporidia en cultivos celulares infectados puede tomar de 3 a 10 semanas. % 149

El aislamiento de Microsporidia en cultivos celulares como un método diagndstico de la
infeccion, resulta laboreoso, prolongado y es propenso a fallar con especimenes que
provienen de sitios no estériles. Por lo tanto, el cultivo celular no es recomendado como
método rutinario de diagndstico para la microsporidiosis.
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Serologia

Entre los ensayos serologicos usados en la deteccion de anticuerpos de
microsporidisa en suero humano encontramos Inmunofluorescencia, Inmunoperoxidasa,
ELISA y Western blot. (11% 116 117, 125, 157) La sensibilidad y especificidad de estos
métodos para la deteccion de anticuerpos antimicrosporidia no se conoce ya que no se

cuenta a la fecha con estudios comparativos publicados.

Estudios epidemioldgicos han demostrado incrementos en la seropositvidad
para £ cuniculi en personas que viven en zonas tropicales y presentan enfermedades
propias de su medio. *"  El mas notable presenta cifras de seropositividad para E.
cuniculi en rangos de 4.7% en pacientes con malaria y 9.1% en pacientes con
schistosomiosis. Un estudio entre poblacion masculina homosexual en Suecia mostré que
10 (33%) de 30 fueron seropositivos para anticuerpos de E. cuniculj, y todos los pacientes
seropositivos mas la mitad de los pacientes seronegativos habian visitado en alguna

ocasion paises de regiones tropicales.

Estudios para detectar anticuerpos de microsporidia en pacientes infectados o no
con VIH han demostrado que los individuos con SIDA pueden montar una respuesta
inmune contra estos parasitos; sin embargo, los métodos seroldgicos no son herramientas
utiles de diagndstico ya que estos estudios han demostrado que por lo menos la mitad de
los sueros como especimenes de personas sin una historia de infeccion por microsporidios

previa, muestran titulos positivos.

Algunos de los problemas con las pruebas seroldgicas incluyen la pobre
respuesta ante el cambio de antigeno en personas inmunosuprimidas, la probabilidad de
que diferentes tipos de microsporidios (patdgenos y no patégenos) contengan antigenos

comunes que den reacciones cruzadas (% 12> 127)

y la falta de reactivos especie-
especificos, en parte porque £ bieneusi no puede hacerse crecer o cultivarse de manera

continua.
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También es importante hacer notar que los microorganismos pertenecientes a
Microsporidium suelen encontrarse en asociacion con otros patégenos y es importante
considerar esto ultimo al realizar los examenes pertinentes. En el Cuadro 10, se enlistan

estos organismos que pueden estar asociados:

Cuadro 10 49

Organismos con los que los microsporidios suelen
encontrarse asociados
* Bacterias
- Mycobacteriumn tuberculosis
- Mycobacterium avium
- Salmonella spp.
e Virus
- Citomegalovirus
- Herpes Simples
- VIH
e Otros parasitos
- Glardia lamblia
- Cryptosporidium spp
- Pneumocystis carinii
- Toxoplasma gondii
- Acanthamoeba spp.
- Naegleria spp.
e Helmintos
- Echinococcus multicolularis
« Hongos
- Candida albicans
- Cryptococcus neoformans
- Aspergillus spp.
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4.3 BLASTOCISTOSIS

Blastocystis hominis

Introduccion

B hominis, es un protozoo patdgeno para el humano que se localiza en colon y se
adquiere posiblemente por fecalismo. Desde la primera descripcion de B hominis por
Perroncito en 1899, se considerd una levadura inocente pero a partir de los estudios de
Zierdt en 1967 cuando se caracterizé morfoldgica y fisiolégicamente como un protozoario,
se le ha encontrado implicado en alteraciones gastrointestinales en humaos. %%

Se acepta que la primera descripcion fue la realizada en 1911 por Alexieff quien lo
denominé Blastocystis enterocola considerandolo un quiste de protozoario; pero fue
Brumpt, en 1912 quien lo redefinié como levadura no dafiina frecuente en las heces del
hombre y otros primates y le dio el nombre de Blastocystis hominis. “%?

En 1920 varios autores citados por Jonson y colaboradores confirmaron su clasificacion
como levadura perteneciente al género Schizosaccharomyces hasta que en 1967 los
estudios realizados por Zierdt y colaboradores sobre su morfologia y fisiologia lo
reubicaron como protozoario perteneciente al suubphylum Sporozoa; a pesar de ser
ampliamente aceptada su descripcion como protozoario no lo fue su ubicacion como
esporozoo. En 1988 Zierdt, C.H. basandose esencialmente en las caracteristicas del
parasito, lo clasificé utilizando el esquema de Levine y colaboradores de la siguiente
manera: ‘%

Clasificacion Taxondomica

e Reino: Protista

¢ Subreino: Protozoa

e Phylum: Sarcomastigophora

¢ Subphylum: Sarcodina

« Superclase: Rhizopoda

¢ Subclase: Gymnamoeba
Figura 43 (63 : (s)rden: 8 e

¢ Suborden: Blastocystina
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Morfologia

Para diferenciar a B hominis de otros protozoarios se han hecho numerosas

observaciones de sus caracteristicas morfobioldgicas y fisiologicas, y se observa al

trofozoito bajo tres formas distintas: %%

a) Forma vacuolada: predomina en muestras fecales y cultivos recientes, tiene forma

esférica, oval o elipsoidal, mide de 4 a 15 pm, posee una gran vacuola central, que
ocupa un 80% de la célula rodeada por una capa de citoplasma que contiene los
nucleos. En las preparaciones con Lugol, no se tifie la zona central aunque la capa
periférica adquiere un color amarillo y se observa con claridad la posicion periférica
de uno a cuatro nucleos. Cuando se utilizan coloraciones permanentes (Tricromica,
Hematoxilinina férrica) el material central se puede tefir intensamente, poco o

nada y los nlcleos se observan de color oscuro.

B.hominis: forma vacuolada, que mide entre 5-30 um con
una vacuola central y citoplasma periférico que contiene
algunos granulos de dos a tres nicleos. (Preparacidn en

fresco). Uas

Figura 44

b) "Forma ameboide: se encuentra generalmente en cultivos, raramente en muestras

)

de heces, su contorno es irregular, mide de 10 a 25 micras, contiene uno a dos
nucleos centrales; puede emitir pseudépodos que la hacen progresar poco. El
diagnostico se dificulta por su semejanza con los leucocitos, pero existen ciertas

caracteristicas morfoldgicas y tintoriales que permiten diferenciarlos.

Forma granular: se observa con mayor frecuencia en cultivos con elevada
concentracion de suero o envejecidos, tiene forma esférica, mide de 10 a 20 pm,

contiene en su interior pequefias granulaciones.
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Estudios con el microscopio electronico observaron que B hominis carece de pared

celular, la membrana plasmatica tiene vesiculas o poros, posee aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico liso y rugoso, mitocondrias y los nlcleos son eucarifticos. Poseen
pseudopodios de locomocion y de alimentacion.

No se han descrito formas quisticas, no se conoce su ciclo evolutivo ni de existencia de
hospederos intermediarios

Ciclo Biolégico de Blastocystis hominis

B hominis es estrictamente anaerdbico, presenta cuatro formas de reproduccion
asexual: biparticion, plasmotomia, esquizogonia y por endodiogenia. La reproduccién mas
frecuentemente observada en el huésped es por biparticion, la forma de amiba puede
reproducirse por plasmotomia que consiste en extensiones circulares de la célula que se
separan de la célula madre con uno 0 mas niicleos pero también fuera del cuerpo central.
La esquizogonia (o esporogonia) ocurre en el cuerpo central formando gran cantidad de
progenie (esquizonte) hasta que la célula se rompe liberando a los organismos. La
endodiogenia es menos frecuente produciendo dos grandes organismos dentro de la
célula madre, (17 16% 163, 165)

0 Quiste de pared gruesa
@\
3 P \@1\
4
a’f ( "~ Al
( )
:?5*
‘\'\
Quiste de pared grucsa
~@
s el
Figura 45
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La forma cominmente encontrada en las evacuaciones humanas es el quiste, el cual varia
considerablemente su tamafio, desde 6 hasta 40 pm . Se piensa que este quiste de gruesa
pared es el responsable de la transmision externa, probablemente a través de la ruta fecal-oral
mediante la ingestion de agua y alimentos contaminados . El quiste infecta las células epiteliales
del tracto digestivo y se multiplica asexualmente. (©, ©). La forma vacuolar del parasito da
origen a multiples formas igualmente vacuoladas y ameboides ;.  Estas multiples formas se
desarrollan dentro de un pre-quiste que da origen a una delgada pared quistica @, que se postula
es la forma responsable de la auto-infeccién.  La forma ameboide da origen al pre-quiste &, el
cual desarrolla la pared quistica gruesa mediante esquizogonia .  Esta pared quistica gruesa es
excretada en las heces

Distribuciéon Geografica y Epidemiologia

La incidencia con que se presenta este organismo, parece ser mas alto de lo que se
sospecha, ya que conforme se hacen estudios tendientes a su identificacion en varios
paises del mundo, se reporta su presencia. A partir de 1980 se incrementaron los
reportes de B hominis tanto en individuos inmunocompetentes como
inmunocomprometidos. En la actualidad la frecuencia de portadores crénico asintomaticos
es desconocida.
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IRATORIO

Para muestra baste con referir los siguientes datos; la frecuencia en los Centros del
Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica, fue de 18% en 1983 y
de 6% en 1985. Otros estudios han mostrado frecuencias muy similares a esta Ultima
como la reportada por O "Gorman en 1993, que encontré el 3% de Blastocystis hominis en
la poblacion pediatrica de un Hospital de Pittsburg, Pennsylvania. Un estudio
parasitoldgico efectuado en dos comunidades indigenas de la Sierra de Perija, Estado Zuila
encontraron en la poblacion de Santa Ana de Wasama una prevalencia para 8 hominis del
2.4% en 41 pacientes estudiados. Nufiez, MT en otra investigacion efectuada en un
centro gerontolégico del Municipio de Maracaibo del Estado Zuila (Venezuela) en ancianos
mayores de 65 afos, observo una prevalencia de 23.9% para B hominis encontrando un
54.5% en el sexo femenino. (62

En el Hospital Pediatrico de Iztacalco de la ciudad de México, se encontrd una frecuencia
del 2.19% en pacientes con sintomas gastrointestinales, sin diarrea y del 2.06% en
pacientes con diarrea, con una frecuencia global del 2.17%. %

Los datos anteriores confirman lo primeramente dicho en cuanto a que en donde se

busque a este parasito, existe la certeza de que se le encontrara.

Manifestaciones Clinicas

La 'patogenicidad puede depender del nimero de parasitos presentes en las muestras
de heces. Cuando este organismo esta presente en gran nimero en ausencia de otros
parasitos, bacterias o virus, puede ser evidencia suficiente para considerar su papel
patogeno en pacientes con diarrea, dolor abdominal, flatulencia, nausea, vomito, anorexia
y fiebre. Para algunos investigadores el nimero de B hominis no asegura la presencia de
la enfermedad intestinal, consideran que hasta que no se conozca mas sobre la virulencia
del organismo y la respuesta inmunoldgica del hospedador, la simple cuantificacion no es
un marcador adecuado de su patogenicidad. Los sintomas duran habitualmente de 3 a 10

dias, pero en ocasiones persisten por semanas o meses *¢”
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Via de Transmision

El habitat de B hominis es el intestino grueso, principalmente a nivel de ciego y puede
encontrarse asociado con otros parasitos entéricos. Algunos investigadores sostienen
que el consumo de agua, frutas o vegetales contaminados con heces, pueden ser la forma
de transmision; sin embargo la via urogenital también es posible.

Diagnéstico de Blastocystis hominis %% % %157

Recoleccion de la Muestra

Examen en frescoo Concentracion
(soluci6n salina) Meétodo de Flotacién de Sweater
o de Ferreira
Tinciones

Lugol Parasicolégico, Sudan III,
Hematoxilina férrica, Azul de metileno

Los procedimientos buscan al parasito en su forma quistica vacuolar, la cual puede ser
muy pleomorfica pero que en general mide de 4 a 6 um de diametro; es refractil a la luz;
tiene de uno a cuatro organelos colocados en la periferia, acomodados sobre una banda
semilunar adosada a la membrana citoplasmatica. Esta banda también puede rodear toda

la membrana y adquiere forma anular. %%
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Los quistes poseen un cuerpo central denominado vacuola, que generalmente lo llena en
su totalidad. La fase de trofozoito es muy dificil de identificar por el técnico poco
experimentado ya que se puede confundir con leucacitos.

El examen de las formas quisticas se puede realizar mediante tinciones como la de
Geulegen que delinea los niicleos mejor que otras tinciones. También es recomendable el
tricrémico de Gomori, ®®” Giemsa, o bien la mas usual, con lugol parasitologico en
preparaciones montadas en fresco.

e
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Figura 47

Forma quistica vacuolada de Blastocystis hominis tefiido con

Tincién de Romanowski 6%
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4.4 AMIBAS DE VIDA LIBRE
Naegleria spp, Acanthamoeba spp, Balamuthia spp.

Acanthamoeba, Naegleria, y Balamuthia pertenecen al grupo de las denominadas Amibas
de Vida Libre, las cuales se distinguen de otros protozoarios patégenos, por su existencia
libre en la naturaleza, por no contar con un insecto vector y por la limitada relacién entre
ciertas condiciones de higiene con la propagacion de la infeccion.

Clasificacién Taxonémica (®

Reino: Protista
Subreino: Protozoo
Phyllum: Sarcomastigophora
Subphylium: Sarcodina
Superclase: Rizopoda
: Lobosea
Subclase: Gymnamoebia
Orden: Amoebida
Suborden: Acanthopodina
Género: Acanthamoeba
Orden: Schizopyrenida
Género: Naegleria

Acanthamoeba y Balamutia madralis son los agentes responsables de un padecimiento
conocido como Encephalitis Amibiana Granulomatosa (GAE; del ingles, granulomatous
amebic encephalitis) nombre propuesto por Martinez en 1980, “*® para distinguirla de la
afeccién rapida y fatal ocasionada por Naelgeria fowleri. GAE se caracteriza por ser una
afeccion progresiva que afecta al cerebro en pacientes inmunocomprometidos, como por
ejemplo individuos afectados de SIDA, personas con cancer sometidas a quimioterapia,
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o pacientes afectados por enfermedades debilitantes como el Lupus Eritematosos
Sistémico, Diabetes o Alcoholismo. Balamuthia provoca cuadros mas severos ocasionando

una necrosis hemorragica en el cerebro.

Por su parte Naegleria fowleri provoca otra enfermedad no menos importante conocida
como Meningoencefalitis Amibiana Primaria (MAP) que igualmente si no se diagnostica

oportunamente y se asiste con la terapia adecuada es de curso fatal.

Una de las dificultades mas grandes de esto padecimientos es la falta de métodos que
permitan detectar al organismo responsable y la facilidad con que se suelen confundir los
sintomas con alguna otra enfermedad, esto lleva a que la mayoria de las afecciones se
diagnostiquen postmortem.

Ciclo Bioldgico

Las amibas de vida libre que pertenecen a los géneros Acanthamoeba, Balamuthia, y
Naegleria son responsables de importantes padecimientos tanto para humanos como para
otros animales Naegleria fowleri produce un dafio agudo y usualmente letal al sistema
nervioso central (SNC) padecimiento conocido como Meningoencefalitis Amibiana Primaria
(MAP).

N. fowleri presenta tres estadios como parte de su ciclo biolégico:

quistes @
trofozoitos @
formas flageladas ©

En él, los trofozoitos se replican mediante una promitosis (la membrana nuclear
permanece inctacta) ©. Naegleria fowleri se haya en fuentes de agua natural, tierra,
descargas de agua de plantas hidroelectricas, piscinas termales, piscinas medicinales y de

hidroterapia, acuarios y aguas negras. ‘%
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Los trofozoitos pueden intercambiar a formas flageladas de manera temporal que regresan
nuevamente al estado trofozoico. Los trofozoitos infectan a los humanos o animales a
través del neuroepitelio olfatorio vy de ahi alcanzar el cerebro. Los trofozoitos de M.
fowleri se encuentran en el liquido cerebroespinal (CSF) asi como el tejido vecino,

mientras que las formas flageladas prefieren Unicamente el CSF. 7%

Por su parte Acanthamoeba spp. y Balamuthia mandrillaris son las responsables de
provocar Encefalitis Amibiana Granulomatosa (GAE; del ingles granulomatous amebic

enchephalitis) en individuos cuyo sistema inmune esta comprometido.

Acanthamoeba spp. Ha sido encontrada en el suelo; manantiales salinos y agua de
mar, aguas negras; piscinas de recreacion, equipo de lentes de contacto, piscinas
medicinales, unidades de tratamiento dental, maquinas para dialisis, sistemas de aire
acondicionado, cultivos celulares de mamiferos, vegetales, fosas nasales y garganta

humanas; y cerebro tanto animal como humano, piel y tejido pulmonar.

B. mandrillaris por su parte, no ha sido aislada del ambiente pero si de especimenes
de autopsia de animales y humanos infectados.

Contrario a N. fowleri, Acanthamoebay Balamuthia presenta Unicamente dos estadios en
su ciclo bioldgico:
quistes @
trofozoitos @

El trofozoito se replica mediante mitosis (la membrana nuclear No permanece intacta) ©

Los trofozoitos son las formas infectivas y se cree que ingresan al organismo mediante el
tracto respiratorio bajo, piel dafiada o ulcerada y de ahi invaden el SNC por diseminacion
hematogena .Los quistes y trofozoitos de  Acanthamoeba spp. y Balamuthia
mandrillaris han sido encontrado en tejidos. '’
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Ciclo Biolégico para las Amibas de vida libre Naegleria
fowleriy Acanthamoeba sppy Balamuthia madralis

@a7)

. Acanthamoeba spp and

Naegleria fowleri Balamuthia mandrillaris
incresa a lravés del traclo respiralorio
Ingresa a través del neurcepitelio 0 a través de 'a piel lesionada causan-
olfaterio Meningoencefaitis do Encefalins am biana granulomatosa

en individuos sanos en indivicuos con el sistema inmune
A Trepozoitos en liquido cerebro
espinal y lejicos, formas flage- £, quiste y trofozoitos en tejidos

ladas en liqu.do cerebro espinal
€ quiste

Figura 48
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4.4.1 ACANTAMIBIASIS
Acantham S,

Morfologia

A Acanthamoeba spp lo caracteriza su
trofozoito activo y replicante, el cual, bajo
condiciones adversas puede formar un quiste
en estado latente. Los trofozoitos miden entre

24 a 40 pm de longitud y los quistes entre 15y

1 ; T
astresyzide palyshagids celberioaglily

28 pm dependiendo de la especie. Los

trofozoitos de  Acanthamoeba  pueden Figura 49

reconocerse de los de otros géneros por la Tres grupos de Acanthamoeba, ar2
presencia de unas delgadas y puntiagudas
extensiones sobre la cubierta denominadas acanthopodia. (¢!

Caracteristicas Bioquimicas

Acanthamoeba es un organismo aerdbico y como tal no puede existir como trofozoito en
el ambiente con bajo contenido de oxigeno. Sin embargo, los quistes de Acanthamoeba
han sido aislados de material anaerobico como heces fecales, aguas negras y otros
habitats con bajo contenido de oxigeno. Los quistes han sido recuperados de agua de
mar, aun cuando los trofozoitos son destruidos por las altas concentraciones de sal
superiores a 1% (m/v). En el ambiente, Acanthamoeba se alimenta de una gran variedad

de bacterias gram negativas, algas verde azules y levaduras.

Caracteristicas del Cultivo

Los trofozoitos de Acanthamoeba presentan una temperatura de
crecimiento en el rango de 12°C a 45°C dependiendo de la
especie. Todas las especies patégenas crecen entre 36°C a 37°C
3 con una temperatura éptima de 30°C. Los quistes permanecen
| viables de -20°C hasta los 56°C. """

ALY

Figura 50 72

IR, L 5

Trofozoito de Acanthamoeba sp
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Los quistes de Acanthamoeba son formas altamente resistentes capaces de soportar
extremos de temperatura, agentes desinfectantes y condiciones de desecacion. Esto
explica la presencia del microorganismo en practicamente todo suelo, estanques naturales
o hechos por el hombre e incluso la atomdsfera. Cuando las condiciones favorables se
presentan, como por ejemplo un abastecimiento rico de bacterias y una temperatura
adecuada, los quistes se desintegran y los trofozoitos emergen para alimentarse y

replicarse.

Acanthamoeba es la causante de dos sindromes clinicos distintos. El primero, provoca
cuadros de Queratitis ya sea cronica o aguda, en usuarios de lentes de contacto y la
segunda, provoca Encefalitis Amibiana Granulomatosa (GAE). Incluso, esta ameba es
ocasionalmente recogida de la faringe de personas sanas. (7317%)

Hasta ahora no se cuentan con estrategias terapéuticas adecuadas y eficaces para evitar
una infeccion sistémica, por lo que de sobrevenir un cuadro asi, usalmente el curso es
fatal.

Actualmente se conocen 16 especies de Acanthamoeba entre ellas podemos mencionar a
algunas como A castellani, A culberstoni, A polyphaga, A zhysodes, A hatchetti A

astronyxis, A palestinenesisy A healyi, las que estan subrrayadas son las asociadas a los

infecciones encontradas en humanos. 7%

-

vy i WL

s
' TR Trofozoitos de
‘hﬂl ) Acanthamoeba spp
2, : &or) en Tincion tricrémica
B =% (77)
Figura 51
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Epidemiologia

La queratitis ocasionada por Acanthamoeba ocurre en individuos en términos generales
sanos, usualmente en aquellos que acostumbran utilizar lentes de contacto. La queratitis
ha sido asociada al uso de lentes de contacto no desechables, al uso de soluciones de
cloruro de sodio hechas en casa para limpiar los lentes, y al uso de los lentes mientras se
esta nadando, (7817%)

El aislamiento de Acanthamoeba del agua proveniente de piscinas no es usual. Pero no
existe una correlacion entre la presencia de este parasito en las albercas o piscinas de
recreo con la calidad bacteriologica del agua de las mismas. Los quistes de
Acanthamoeba son altamente resistentes al cloro. Un alto porcentaje de aislados de

albercas son patogénicos al igual que aquellos aislados de fuentes naturales de agua.

GAE ocurre usualmente en pacientes que cursan cuadros como una afeccién en el higado,
pacientes que han recibido el transplante de un drgano, diabetes melitus y SIDA. La
infeccion diseminada en pacientes con SIDA ocurre cuando su cuenta de células CD4+
esta por debajo de 200 células/pL.

Frecuencia:

« En los Estados Unidos de Norte América: La queratitis ocurre en 1.65-2.01
personas por millon usuarias de lentes de contacto. Un cuadro de GAE es poco

comun. 477

Mortalidad/Morbilidad:

» La queratitis no se disemina hasta provocar una infeccién sistémica o la muerte, lo
que si puede suceder es que se complique el cuadro si hay presencia de cataratas,
una elevada presion intraocular.

» De presentarse GAE muestra un alto porcentaje de mortalidad.
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Rutas de transmision:

Para un cuadro de queratitis, generalmente ingresan por que los lentes de contacto se
hayan contaminados o el estuche donde se suelen guardar estos. La fuente primaria de
infeccion es el empleo de agua corriente y de la llave. Si el contenedor de los lentes de
contacto no es lavado y desinfectado de manera adecuada, se favorecen las condiciones
para la sobrevivencia y replicacion por parte de los trofozoitos de Acanthamoeba. La
presencia de bacterias, levaduras y otros microorganismos pueden representar una rica
fuente de nutrientes, y dada la susceptibilidad que presentan para adherirse a algunos
polimeros utilizados en la manufactura de los lentes de contacto, pueden ser transferidos

al ojo e iniciar un proceso de infeccién, 7*17®)

Prevalencia en el ambiente

Acanthamoeba puede encontrarsele en cualquier ambiente acudtico, incluyendo las
albercas que suelen estar cloradas y el agua considerada potable. El agua de los tanques
de almacenaje (tinacos) puede estar expuesta a la contaminacién del aire, y el
acumulamiento de polvo y moho puede resultar en condiciones favorables para numerosos
microbios, incluyendo a Acanthamoeba. Aln no logra establecerse el modo de como
Acanthamoeba ingresa y se establece en estos contenedores de agua, si lo hacen
directarr]ente de la atmosfera o del abastecimiento local del agua.

"

g2 Acanthamoeba spp.: el trofozoito presenta una
forma irregular, que puede medir entre 15-45 ym,

Posee micropseuddpodos llamados acanthopodia.

R ] i §

i | oy ',
‘f--ﬂ’:‘ (170)

Figura 52
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Fuentes de exposicén

Se piensa que la fuente primaria de infeccion en la cdrnea para Acanthamoeba en
aquellos usuarios de lentes de contacto, es el uso de agua corriente de la llave para
limpiar los estuches contenedores de los lentes, o las preparaciones de soluciones caseras
para el mismo fin. Sin embargo, no debemos olvidar el hecho de que Acanthamoeba se
encuentra también en el polvo y alrededor de piletas de agua sucia, tubos calientes y

como ya dijimos de albercas en general, %182

Susceptibilidad de remocion o inactivacion mediante procesos convencionales
de tratamiento de aguas

Los quistes de Acanthamoeba son definitivamente largos, y deberian ser removidos
satisfactoriamente mediante un proceso de filtracién. Los quistes, mas no los trofozoitos,
resisten el proceso de cloracion.

Patogenicidad

Algunos estudios has mostrado que Acanthamoeba posee la capacidad para destruir
células gracias a una citolisis de contacto mediante unas proyecciones como dedos que
aparentemente insertan factores citoliticos en la célula objetivo. La célula afectada puede
sequir dos rutas, la apoptosis o la necrosis. 7

* Queratitis “*" %9

Acanﬂramoajba » Sensacion de cuerpo extrano.
spp-: trofozoitos » Dolor intenso
;;i?s::;; t:; > Fotofobia
> Lagrimeo
ity » Beflaroplasmo
: » Conjuntivitis

» Vision borrosa
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Encefalitis amibiana granulomatosa (% 171 175 180)

Cambios en el estado mental 86%

Ataques apopléticos 66%

Hemiparesis 53%

Meningitis 40%

Disturbancias visuales 26%

Ataxia 20%

Fiebre

Dolor de cabeza

Lesiones en piel (ulceras, nodulos o abcesos subcutaneos)

La enfermedad es mortal y una vez que se manifiesta puede durar de 7 a
120 dias, 39 como promedio.

VVYVVVVVVYY

Factores Predisponenetes:

 Queratitis 8 183
» Uso de lentes de contacto
» Empleo de soluciones de cloruro de sodio hechas en casa.
» Uso de lentes de contacto mientras se esta nadando
» Una pobre limpieza o poco frecuente hacia los lentes y accesorios, menor a
la recomendada por el fabricante.

*f Figura 54

Empleo de esteroides Acanthamoeba spp:

"'. ‘.‘ quistes tefiidos con el método de hierro

. . . l
. _ - ; de Heidenhain ®9

Figura 55

Acanthamoeba spp. grandes lesiones de
ulceracién central y necrédticas en la
pimdumpocierlucfwodo(m
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« Encefalitis amibiana granulomatosa (6% 7% 175)

>

YV ¥V ¥V ¥V V ¥V VY

Diseminacion hematdgena a partir de la piel, pulmones o sinuses. (Figura
55)

SIDA

Enfermedad en el Higado

Transplantes de médula dsea o renales

Diabetes mellitus

Lupus eritematosos sistémico

Embarazo

Alcoholismo

Diagnéstico de Acanthamoeba sp

Cada padecimiento es susceptible de ser confundido con algun otro de acuerdo a los

sintomas que muestre el paciente y es por ello que siempre es imporante considerar el

diagnéstico diferencial al momento de estudiar cada caso clinico. Para el caso de la

Acantamibiasis el diagnéstico diferencial es el siguiente: ‘'’

Coccidioidomicosis
Cytomegalovirus
Herpes Simple
Histoplasmosis
Toxoplasmosis

Tuberculosis

Otros problemas a considerar son: Queratitis bacteriana, Viral, Flngica, Epilepsia y

Tumores cerebrales
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Para realizar un diagndstico adecuado debe tratarse cada padecimiento de manera
diferente. (127, 128,133, 136,137)

Queratitis

Toma de muestra

v
Tincion blanca de calcofluor.

A\
Observacion por microscopia de fluorescencia.

\4
Estudios por PCR, etcétera.

GAE

Toma de muestra
(LCR)

!

Observacion al microscopio
(realizar cuenta de linfocitos blancos)

!

Quimica sanguinea
(observar y corroborar proteinas elevadas y disminucion de la glucosa).
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Estudios por Imagen:
Obtencién de la muestra:

o Queratitis: Obtenga un raspado ocular.

o Encefalitis amibiana granulomatosa: Obténgala por puncién lumbar, biopsia de
tejido dérmico o cerebral. La puncién lumbar estd contraindicada si se observan
signos de una elevada presion intracraneana.

Trofozoito de Acanthamoeba

polyphaga en cultivo de tejido, tincidn

f ’ tricrémica 72

Trofozoitos de Balamuthia

mandrillaris en tejido cerebral

(172)

Estudios Histoldgicos:

En un cuadro de Queratitis los quistes y trofozoitos se localizan en la cérnea. Un infiltrado
inflamatorio agudo puede contener céluas gigantes, asi mismo, puede llegar a ocurrir una
revascularizacion en la cérmea. 72

Los pacientes con GAE presentan un edema cerebral que va de moderado a severo. Los
granulomas con necrosis contienen trofozoitos perivasculares y quistes que se localizan

14T .



frecuentemente en el cerebelo, mesencéfalo y tallo cerebral. Células gigantes
multinucleadas pueden estar presentes dentro de granulomas.

Figura 58

Acanthamibiasis / Queratitis.
Biopsia de cdrnea que muestra un trofozoito. *7”

A

. A

Figura 59

Acanthamibiasis / Queratitis.
Quiste con su forma radiada caracteristica en un raspado

de cérnea. 177
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4.4.2 NAEGLERIASIS

Naegqgleria fowleri

Naegleria fowleri debe su nombre al Doctor Malcolm Flowler de Australia; este parasito
fue reconocido por vez primera como patégeno humano en el afio de 1965 y desde

entonces se han reportado en la literatura cientifica cerca de 179 casos. %)

Naegleria fowleri provoca cuadros de encefalitis agudos, en
su mayoria fatales. Naegleria fowleri como ya se dijo es el
agente causal de la Meningoencefalitis Amibiana Primara (MAP),
la enfermedad afecta normalmente a nifios y gente joven adulta.
En la mayoria de los casos las victimas entran en contacto con

las amebas al nadar en aguas contaminadas. Las amibas

Figura 60 %" alcanzan el cerebro cuando entran por el tracto respiratorio
después de una inhalacién profunda o al contacto de sumergirse

Trofozoito de
Naegleria fowleri en las aguas mencionadas Y poner en contacto a la mucosa de la

nariz con la fuente de infeccién. (7 189)

El periodo de incubacion presenta un rango que varia en uno tan corto como de 2 a 3
dias a uno prolongado de entre 7 y 15 dias, dependiendo del tamafio del indculo y de la
virulencia de la cepa. El periodo de incubacién en animales infectados experimentalmente
con N australiensis o con una cepa virulenta de N. fowleri ha sido reportado tan largo

como de 3 a 4 semanas, (185 187-189)

Fases de desarrollo del parasito

Naegleria fowleri puede encontrarse en forma de trofozoito, quiste y organismo
flagelado. El trofozoo es alargado, mide de 15 a 30 pm de diametro y carece de cromatina
periférica. El cariosoma es grande y se observa rodeado de un halo; el citoplasma
presenta granulaciones irregulares en tamafio. El quiste es esférico y presenta una doble

pared con dos a tres poros.
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El organismo flagelado es un estado transitorio que adopta el parasito en cultivo o cuando
se suspende en solucion salina isoténica estéril. Es alargado y presenta dos flagelos, que

emergen de su porcién anterior. %%

Naegleria fowleri aislada de humanos es morfoldgicamente idéntica a las amebas no
patogenas N gruberiy N australiensis. Los trofozoitos estan activos y en constante cambio
en tamafo y forma. Cuando son redondos miden cerca de 10 a 15 pm en diametro. El
citoplasma es finamente granular y contiene un conspicuo y claro nucleo acompanado de
un denso nucleolo central. Numerosas vacuolas son usualmente visibles en el citoplasma.
El trofozoito viaja mediante un amplio proceso de movimientos conocido como lobopodia.
Bajo condiciones adversas, el trofozoito se enquista. El quiste es esférico de 8 a 12 pm
de diametro, con una pared lisa en su exterior. Cuando se expone en agua destilada, el

trofozoito puede convertirse en pocos minutos en la forma flagelada.

Naeglenia fowleri 2 Acanthamoeba spp.

trofozoito ameboide

trofozoito flagelado

Figura 61
Esquema que muestra la morfologia de Naegleria fowleri y Acanthamoeba spp 7
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Localizacion en el huésped

Puede invadir la faringe, nasofaringe y sistema nervioso central.

Distribucion geografica y Epidemiologia

Su distribucion es mundial, encontrandose frecuentemente en cuerpos de agua dulce
como: lagos, lagunas, estanques, piscinas y canales de riego. Es a partir de 1983 que ha
adquirido importancia médica debido a los informes de casos en paises como Estados

Unidos de Norteamérica, Australia, Checoslovaquia, Bélgica, India y Perd. 73 1%

Desde 1971, el Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades Infecciosas
(CDC) y la Agencia de Proteccion al Ambiente (USEPA) ha mantenido en colaboracion un
sistema de vigilancia para colectar y reportar de manera periddica datos alusivos a la
ocurrencia y las causas de posibles brotes epidémicos de encefalitis. Durante el periodo de
1995-96, 37 brotes en 17 estados fueron atribuidos a la exposicién de agua en parques de
recreo, lo que afectd a cerca de 9,129 personas. De estos, 22 fueron brotes de
gastroenteritis (59%); nueve de dermatitis (24.3%); y seis de Meningoencefalitis
Amibiana Primaria (MAP), causada por y N. fowleri (16.2 %), los seis tuvieron un curso
fatal.

De cuerdo con el CDC, existe un promedio de 1 a 3 infecciones en los Estados Unidos de
Norte América cada afio. Los casos mencionados en el periodo de 1995-1996 de
meningoencefalitis ocurrieron durante los meses de Julio y Agosto involucrando a nifos
entre 4 a 11 anos de edad. Cinco de los seis casos ocurrieron en Texas y el restante en

Florida.

En México existen solo tres reportes de brotes de MAP y que ocurrieron en sitios tan

distantes como Mexicali, Baja California, Monterrey, Nuevo Ledn y Huetamo, Michoacan.
(173)
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Mecanismo de infeccion

La infeccion se produce al ponerse en contacto con la mucosa nasal, aguas
contaminadas con trofozoitos u organismos flagelados de Naegleria fowleri, los cuales
invaden rapidamente los bulbos olfatorios, cruzan la 1dmina cribosa del etmoides y llegan
por esta via al sistema nervioso central y meninges.

trofozoito
flagelado

Figura 62

Esquema que ejemplifica la forma en la que N fowleri ingresa al organismo *”

Patologia

En la mayoria de los casos N fowleri ingresa al organismo mediante una inhalacion o
una salpicadura en el epitelio del tracto respiratorio al sumergirse en aguas contaminadas
con el microorganismo. Sin embargo, en algunos casos los pacientes reportan no haber
tenido contacto reciente con agua fresca que hubiera podido ser la fuente de infeccién, lo
que sugiere que de algun modo tuvieron contacto con los quistes al inhalarlos de otra
fuente como polvo o lodo. “*!
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Las células sustentaculas del epitelio olfatorio son capaces de activar la fagocitosis y este
parece ser el mecanismo por el cual las amebas invaden el cuerpo. Posteriormente las
amebas viajan hacia el espacio mesaxonal del nervio olfatorio hacia el cerebro.

El nervio olfatorio termina en el bulbo del mismo nombre, el cual se localiza en el
espacio subaracnoidea que se haya altamente vascularizado y bafando por el fluido
cerebro espinal.

El espacio surbaracnoideo es la ruta de diseminacion hacia el resto del CNS. Los sintomas
respiratorios en algunos pacientes pueden ser el resultado de una hipersensibilidad o
reaccion alérgica, o pueden representar una infeccidn subclinica. 871

2. Diseminacidn via neuroepitelio

O

3. Lugares donde se aloja la 1. Via de entrada; tracto
meningoencefalitis y la respiratoriocontacto de agua
pneumonitis contaminada con trofozoitos o

quistes

2. Diseminacién respiratoria

®
Figura 63

Esquema que indica la ruta de entrada al organismo asi como las regiones donde se aloja N fowler.

El cerebro de un paciente con un cuadro de MAP usualmente se muestra hinchado,
edematoso, con los hemisferios cerebrales congestionados y presenta clara evidencia de
un incremento en la presion intracraneal. El aracnoideo se observa severamente

congestionado y un exudado purulento puede encontrarse a lo largo del sulci.
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I0RATORIO

Los bulbos olfatorios y los cortices orbitofrontales se hallan usualmente necroticos y
hemorragicos.  Las leptomeninges muestran un exudado fibroso y purulento compuesto

de leucocitos polimorfonucleares, eosindfilos y unos pocos monocitos y algunos linfocitos.

Estos cambios pueden presentarse a lo largo de los hemisferios cerebrales, el tallo
cerebral, el cerebelo y la porcidn superior del cordén espinal. '®” Unas pocas amebas
pueden llegar a encontrarse en el exudado purulento, algunas en el proceso de ser
fagocitadas por los leucocitos polimorfo nucleares y macroéfagos.

Patogenicidad

Provoca meningoencefalitis amibiana primaria, que se
caracteriza por el repentino comienzo de dolor en la cabeza,
fiebre, nausea, faringitis y obstruccion nasal; con el progreso
del padecimiento aparecen otros sintomas como son
letargia, confusion, cabeza dura; las convulsiones pueden
ocurrir con un rapido deterioro y evolucién a coma y después
la muerte en un periodo que oscila entre 1 y 14 dias; entre
otros sintomas reportados encontramos anormalidades de

las sensaciones del olfato y el gusto, ataque de apoplejia,

Figura 64 187 ataxia cerebral, rigidez en la nuca y fotofobia. !'"* '%¢

Trofozoito ameboide de
Negleria fowleri

Riesgo de Infeccion

Un cuadro de MAP solo puede ocurrir cuando se reunen algunas de las siguientes

condiciones al mismo tiempo. :
a. La amiba debe estar presente en el agua.

b. La amiba debe poseer la capacidad para multiplicarse en gran cantidad (bajo una
temperatura calida en agua estancada) asi como abundante presencia de mesofilicos

aerobios, que favorecen el desarrollo de Negleria fowleri
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c. El agua contaminada por la amiba debe alcanzar la cavidad olfatoria de la posible
victima, es decir el agua debe ser inhalada enérgicamente mediante uno o varios

chapuzones, o abundantes salpicaduras.
Manifestaciones clinicas

La menigoencefalitis amibiana primaria se presenta en personas con antecedentes de
haber nadado en lagunas, estanques o piscinas. Después de 3 a 7 dias de la infeccion se
presentan cefalea intensa de predominio frontal o bitemporal, fiebre de 38 a 40°C,
anorexia, nausea, vomito en proyectil, fotofobia, ageusia y parosmia, signos de irritacion
meningea, signos de Babinsky y Brudzinsky positivos, confusion mental, irritabilidad,
intranquilidad y coma. La muerte sobreviene por edema pulmonar o paro
cardiorrespiratorio 72 horas después de haberse iniciado los sintomas (73179

Diagndstico de Naegleria fowleri (7 1% %)

i

i

i

i

E Examen directo Preparaciones Teiflidas
E Giemsa o Wright,

;I (el citoplasma de los trofozoos se ve de color azul, y el nicleo, de rosa)
— s P Métodos Inmunolégicos

Inmunofluorescencia indirecta y ELISA. La intradermorreaccidn y la inhibicién de la migracion
de los macréfagos sugieren la existencia de inmunidad celular.

.............................. » Estudios histopatolégicos

Serealizan post mortem a partir del sistema nervioso central. Se examina tejido cerebral fijado en
parafina tedido con hematoxilina y eosina.
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MAP no puede ser distinguida a simple vista de una meningoencefalitis bacteriana. La
tomografia computarizada del cerebro muestra obliteracion de la cisterna que rodea el

mesencéfalo y del espacio subaracnoideo sobre los hemisferios cerebrales. %7

Es importante mencionar que la mayoria de los casos de MAP ocurridos alrededor del
mundo, se han identificado de manera aislada y el diagndstico ha sido postmortem, esto
hace que se incremente la importancia del establecimiento de sistemas de vigilancia para
MAP pues gracias a la busqueda intencionada de casos, se puede hacer la deteccion
oportuna y consecuentemente tener mayor probabilidad de éxito en el tratamiento.

Prevencion
a. Evite nadar en agua estancada o contaminada. Busque édreas donde el agua corra y

mas abiertas.

b. Si va a realizar clavados en aguas de parques naturales utilice tapones nasales como los

que utilizan los nadadores profesionales.
C. Preferentemente nade en piscinas adecuadas y limpias especificas para dicho fin.

MAP es extremadamente rara. Menos de tres casos se reportan cada afio en América del
Norte. Mas no por ello debemos poner menos atencion en este padecimiento y las
muertes‘y afectaciones podrian aumentar como resultado de una irresponsabilidad tanto
de autoridades en salud publica por no informar acerca de los riegos provocados por dicha

enfermedad, como de la poblacion en general al no acatarlas.
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Cuadré 11

BALANTIDIOSIS
Phylum Ciliophora

Agente etiolégico  Balantidium coli
sp, Nosema sp, Pleistophora
sn v Trachinleistonhora sn.

Predominante de dimas Mundial, tanto en paises

. célidos (Latino América,  desarrollados como en vias de
Distribucidn Sureste de Asiay Papua  desarrolio. Donde se le ha
Nueva Guinea). buscado, se le ha encontrado.

Atecta a inmunocompetentes

Afecta a personas QU g inmyunosuprimidos, con
Epidemiologia manejan el cuidade de mayor severidad y frecuencia

los cerdos. a estos Glitimos.

Provoca cuadros muy Consultar cada una de las

similares a los que especdies por separado

causan las amibas, sin

de modo asintomatico.

Diarrea, dolor Varian un poco entre especies

abdominal, ndusea, pero de modo general se
vémito, fiebrey se pueden ditar: Diarrea cronica,

Sintomas observan materias fiebre, conjuntivitis bilateral,
fecales tos cronica
mucosanguinolentas,

De dificil diagnéstico. Mediante microscopia
Se realiza examen electrénica de Transmisién,
directo en fresco con Microscopia Optica y de
solucion salina isotdnica  Fiuorescendia, Cuitivo Celular,
y observacion al Serologia y Tecnicas
microscopio. Para Moleculares.

Diagnéstico observacién de quistes
se recomienda realizar
tecnicas de
concentracion o
sedimentacion.
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Cuadré 11

Cuadro Sindptico de Parasitos Emergentes

Phylum

Agente etiolégico

Distribucion

Epidemiologia

Patologia

Sintomas

Diagnéstico

Sarcomastigophora

B.hominis

Cosmopolita, su papel como
comensal, oportunista o
patégeno no esta
claramente establecido.

Al parecer afecta por igual a
nifios, jovenes incluso a
ancianos.

Es estrictamente anaerobio.
Puede llegar a cursar de
manera asintomatica

Diarrea, dolor abdominal,
flatulencia, ndusea, vomito,
anorexia y fiebre.
Ocasionalmente se
observan materias fecales
con sangre o exceso de

marn v laneacitne

Examen
coproparasitoscdpico por
métodos de concentracion-
flotacion en serie 0 examen
directo en fresco. La
tincién méas adecuada es la
tricrémica.

GIARDIASIS
Sarcomastigophora

Glardia lamblia

Mundial, en especial en
paises en vias de
desarrollo principalmente
debida a condiciones
pobres de hieane.

Los nifios pequefios son
los mas afectados

Se le puede encontrar
asociada a otros
patdgenos como
Cryptosporidium. Aunque
presenta numerosos
sintomas puede cursar de
forma asintomatica

Diarrea aguda, dolor
abdominal, flatulencia,
inflamacidn,
esteatorrea,ndusea,
vémito y anorexia.

Examen
coproparasitoscdpico por
medio de tecnicas de
concentraciéon como el
Faust o el MIFC, la tincidn
mas recomendables es la
hematoxilina ferrica y la
tricrémica. Tecnicas poro
utilizadas pero eficaces
CIE, ELISA.
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Agente etiologico

Distribucién

Epidemiologia

Patologia

Sintomas

Diagnéstico

Cuadro 12
Cuadro Sindptico de Pardsitos Emergentes pertenecientes al Phyllum Apicomplexa

BABEIOSIS
Babesia microti

Mundial

Afecta notablemente a
splenoctomized patients

Se transmite por un
art’'ropodo como la
garrapata y provoca
sintomas como los de la

Malaria y  anemia
hemolitica.

Fiebre intermitente,
escalof "rios,
sudoracion, mialgias,
fatia,
hepatoesplenomegalia y

anemia hemolitica

a) Microscopia:
Observacion al
microscopio de un frotis
de sangre tefido con
Giemsa. b)
Deteccion de
anticuerpos

c) Metodos moleculares

C.parvum, C.muris

Propia de zonas Tropicales y
subtropicales de todos los
continentes

Predomina en la poblacion infantil
y en la seropositiva, tambien en la
poblacién homosexual

No se cuenta con un modelo
experimental bien determinado que
ponga en claro el mecanismo de
infeeccion.

Diarrea, dolor abdominal,
cefalea, vomito, astenia y adinamia

Coproparasitoldgico con
concentraciéon como la de Sheater,
Tindon de Ziehl-Neelsen
modificada, PAS, o Tricrdmico.
Tambien se acude a la inoculacion
de animales. Se encuentran aln
en desarrollo sin comercializacion
metodologias por PCR.
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Agente etiolégico

Distribucion

Epidemiologia

Patologia

Sintomas

Diagnéstico

Cuadro 12

CICLOSPORIASIS
Cyclospora cayetanensis

Propia de zonas Tropicales y
subtropicales a nivel mundial.
Haiti esta considerada zona
endémica.

No se han descrito

preferencia por algun sexo,
raza o edad determinada.

Deterioror importante en la
morfologia y fisiologia del
intestino delgado.

Diarrea, anorexia, febricula,
dolor abdominal, perdida de
peso,nausea, vomito, mialgias,
fatiga y flatulencia

Examen Coproparasitologico
con tecnicas de concentracion
y/o sedimentacion para la
recuperacion de quistes
(utilizando acetato de etilo).
Observacion al microscopio del
sedimento al fresco, por
microscopia de luz,
fluorescente o de contraste o
preparaciones tefiidas usando
safrania o acido modificada

ISOSPORIDIOSIS
L hominis, I.bell,
L natalensis, I.canis, I.felis

Oportunista enteropatdgeno
de distribucion mundial

Afecta mas a la poblacion
infantil, Personas con SIDA &
inmunusuprimidas

Cuadro de Gastroenteritis en
inmunosuprimidos, pero en
pacientes normales cursa de
manera asintomatica o curar
de forma espontanea.

Diarrea abundante, ndusea,
vomito, dolor abdominal,
fiebre, y adenopatias

Observacion de muestras en
fresco tefidas con lugol y
previamente concentradas
por el método de flotacion de
Sheater. Tambien pueden
usarse tinciones como la de
Kinyoun modificada o la
fluorescente de auramina-
rodamina.

Naegleria fowleri

Mundial, anque prevalece en
cuerpo de agua dulce (lagos,
lagunas, estanques, canales
de rieqo)

Se observa mas en nifios y
adolescentes, pero se le
atribuye a que estos
practican el nado recreativo
en cuerpos de agua dulce
contaminados

Provoca cuadros de
meningoencefalitis amibiana
primaria que suelen sufrir un
curso fatal

Cefalea intensa, fiebre,
nausea, vomito en proyectil,
fotofobia, confusion mental,
irritabilidad entre otros

Observacion al microscopio
de muestras de LCR, suero o
material obtenido por biopsia
tefidos con Giemsa o Wrigth.
Tecnicas inmunologicas como
ELISA son también de
utilidad
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5. METODOS DIAGNOSTICOS

5.1 GENERALIDADES

Es muy comuin considerar que las enfermedades parasitarias representan un
problema simple desde el punto de vista de diagndstico; sin embargo, pueden llegar a
constituir serios problemas de diagndstico diferencial; muchas veces no se considera la
posibilidad de etiologia parasitaria entre las alternativas de diagndstico en un paciente o
no se recuerdan con claridad los procedimientos mas apropiados para establecerlo El
diagnostico de las infecciones por parasitos depende en gran parte de procedimientos de
laboratorio que sirven para establecer, confirmar o descartar un diagnostico realizado en

bases clinicas.

El diagndstico por el laboratorio de las parasitosis generalmente se confirma por el
hallazgo directo del parésito, o por la deteccion de la respuesta inmune que provoca
siendo importante por lo tanto el empleo de las mejores técnicas y de personal
debidamente capacitado, cuidadoso y que disponga de los medios y el tiempo necesario
para realizarlos.

Las muestras destinadas a fines de diagndstico deben de obtenerse y manejarse
de tal manera que en caso de existan parasitos, lleguen al laboratorio en un estado que
permita su identificacion. Los métodos para el diagndstico de las parasitosis pueden

dividirse en dos grupos:

5.2 METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS PARASITOSIS INTESTINALES

Se definen como los métodos para la deteccion e identificacion de parasitos en materia
fecal y/o en los tejidos del tubo digestivo y se les denomina como examenes
coproparasitoscopicos (Cuadro 13), **® la utilidad de cada uno de ellos es variable y
depende de muchos factores; el examen directo por ejemplo es el procedimiento
técnicamente mds sencillo, rapido y econdmico; sin embargo las tinciones especiales
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pueden identificar con mayor seguridad al género y a la especie de microorganismo
algunas caracteristicas del ciclo bioldgico del parasito: oviposicion en los margenes del ano
(Enterobius vermicularis); termotropismo (Balantidium coli); localizacion anatomica, peso y
tamafio del parasito,la necesidad de evaluar el grado de infeccidn, etc., originan la

necesidad de contar con diversos métodos parasitoscopicos.

Béasicamente en materia fecal se buscan dos tipos de parasitos: Protozoarios y
Helmintos; en el primer caso el laboratorio debera de determinar si el objeto examinado
es 0 no un protozoario. La diferenciacion de protozoarios con objetos no parasitarios es
uno de los mayores problemas para el microscopista: Existen tres grupos de objetos no
parasitarios que pueden confundirse con ellos, células del huésped, detritus fecales y
organismos no protozoarios. %%

La identificacion de parasitos de base en criterios morfoldgicos, los quistes, huevos y
larvas de parasitos intestinales son muy uniformes en su apariencia general, existiendo tan

solo la variacion inherente en tamafio de cualquier organismo vivo.

Existen numerosos parasitos que pueden encontrarse en materia fecal y que no se
consideran como patdgenos primarios pero cuya presencia es indicativa de contaminacion
fecal o higiene deficiente, y cuyo hallazgo debera de orientar hacia la posible presencia
concomitante de patdgenos primarios, y a la toma de medidas higiénico-sanitarias en
personal manejador de alimentos debiendo diferenciarse claramente de los considerados

como patdgenos primarios y no confundirse con ellos. %%
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CUADRO 13. Clasificacion de exémens copmparaslnosodplcos (192)

POR EL TIPO DE POR SU EXPRESION METODOS ESPECIALES
PROCESAMIENTO DE LA NUMERICA
MUESTRA

1. Direc!o:Maunscbpicoo 5 CUALITATNOS 1.
a 2.
2. Corlcentamﬂlpor b. thmlarectal 3 Baemmann
a. Flotacion c. Centrifugacion 4. Biopsia tejidos
b. Sedimentacion Flotacion 5. Microscopia electronica
c. Termotropismo (Faust)
3. Dilucion d. Flotacion (Willis)
4. Cultivo e. Sedimentacion
5. Aclaramiento (Ritchie)
6. Tincién
2. CUANTITATIVOS:
a. Concentracion
(Fereira)
b.  Dilucion (Stoll)
1. Preparaciones himedas 1. Inmediato o en fresco
2. Preparaciones fijas: 2. Mediato: de muestra preservada o no
a. Temporales preservada
b. Permanentes
OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras de materia fecal deberan de colocarse directamente en recipientes limpios y

secos, las heces que han sido depositadas en el suelo son totalmente inadecuadas ya que
pueden dar lugar a errores de diagndstico por la presencia de larvas de vida libre y otros
contaminantes que provienen de la tierra, tampoco son adecuadas las heces recogidas del
excusado, no solo por el riesgo de que se contaminen con otros organismos, sino que
ademas el agua y la orina puedan destruir a los protozoarios que pudieran existir.

Es muy importante también determinar la consistencia de la materia fecal (formada,
semiformada, suave o liquida), ya que puede orientar hacia el tipo de organismos que
pudiera estar presente; los trofozoitos se encuentran habitualmente en muestras blandas
o liquidas, rara vez en heces formadas, lo contrario es cierto para las formas quisticas.
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El la figura 65 se muestra la distribucion de protozoos en relacion a la consistencia de la

material fecal y debe prestarsele las consideraciones precisas cuando se reciben este tipo
de muestras.

Liquid
v il Y [rooto

Figura 65 (1%

Distribucién de las formas parasitarias en la materia fecal de acuerdo a a su consistencia

1. Una muestra fresca debe ser procesada tan pronto como se recibe, o debe de lo contrario
ser preservada adecuadamente. Una excepcion a esta regla son las muestras guardadas
bajo refrigeracion y en las cuales es conveniente analizar mediante una prueba de
antigeno.

2. Una vez que la muestra ha sido preservada, puede procesarse. Si se cuenta con los equipos
de deteccion rapida que existen en el mercado, es muy sencillo, baste sequir al pie de la
letra las indicaciones de los mismos, de lo contrario la muestra debera ser dividida y
guardada en distintos recipientes preservados cada uno de ellos (formalina al 10% vy
alcohol polivinilico PVA). Afiada un volumen de muestra por tres del agente preservador.

3. Aseglrese de que la muestra se mezcla perfectamente con el preservador. Una muestra
de materia fecal bien formada debe primero ser desintegrada en porciones mas pequefas
de manera mecanica.

4. Aseglrese de que los contenedores de las muestran sellan perfectamente y puede
anadirseles un sello extra con parafilm, estos contenedores a su vez pueden guardarse en
una bolsa de plastico perfectamente etiquetada.

5. La recoleccion de muestras debera repetirse si el primer analisis de la misma resulta
negativo. De ser posible se examinaran tres muestras en un intervalo de 2 a 3 dias.

6. El examen de muestras liquidas debera de llevarse a cabo en los siguientes 30 minutos
después de haber sido emitidas, las blandas una hora después y las formadas el mismo dia

O conservarse.
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7. Algunos medicamentos o compuestos, interfieren con la observacion o busqueda de
parasitos como es el caso de purgantes, compuestos antidiarreicos, antibidticos, antiacidos
y preparados de bario y bismuto por lo que las muestras deberan de obtenerse antes de la

ingestion de dichos compuestos. (*9%)

Como la expulsion de parasitos es intermitente y las técnicas parasitoscopicas tienen
limitaciones, el estudio de varias muestras aumenta considerablemente las posibilidades
de demostrar parasitos

5.3 METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS PARASITOSIS EXTRAINTESTINALES

A diferencia de las parasitosis intestinales, el diagnéstico por el laboratorio de las
parasitosis extraintestinales requiere de muestras accesibles en su mayor parte por
procedimientos invasivos tales como sangre, liquido cefalorraquideo, aspirados, biopsias y
de métodos especiales como cultivos, inoculacion a animales y mas recientemente de
procedimientos de biologia molecular.

Algunos parasitos pueden observarse en sangre fresca por su movilidad y tamafio
caracteristicos, sin embargo su identificacion especifica requiere de tinciones y en algunos
casos de procedimientos de concentracion por centrifugacion diferencial con objeto de
buscarlos en células mononucleares En unos cuantos afios las técnicas de biologia
molecular aplicadas en el diagndstico y tratamiento de numerosas enfermedades han
evolucionado de una mera curiosidad tecnoldgica a un vasto campo que estd
revolucionando la practica de la medicina y que eventualmente reemplazaran a los
métodos actuales de diagndstico. La parasitologia ha sido el Ultimo campo de la
microbiologia clinica en incorporarlas y aunque se han desarrollado numerosos métodos y
se han caracterizado numerosas secuencias para amplificacion, pocos han logrado
evaluaciones clinicas o estudios de campo a gran escala. La obtencion de muestras por
medio de aspiracion es un método de gran utilidad que puede revelar parasitos que por
métodos convencionales no hubieran podido obtenerse; los mas frecuentemente
realizados son los de abcesos hepaticos pulmonares, bazo, médula osea, liquido
cefalorraquideo, ganglios linfaticos, abcesos diversos y Ulceras cutdneas; el material

obtenido debera de procesarse de inmediato utilizando diversas técnicas
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CUADRO 14. Protozoarios intestinales (8 53 192, 136-199)

PROTOZOARIO MUESTRA ESTADIO
Seccion 1.01 METODO
DIAGNOSTICO
Babesia microti Frotis tefiido con Giemsa Sangre Trofozoitos
IFA ™ * Anticuerpos
Tecnicas Moleculares
Concentracién por Flotacidén en serie Heces Forma quistica vacuolar
Blastocysiis hominis Examen directo en fresco
Tincidn Tricrémica, tricrémico de
Gomori, Giemsa o Lugol parasitoldgico
Cryptosporidium parvum Centrifugacién diferencial Heces QOoquistes
(Solucién Sheater) (Muestras miltiples) Esporulados
Tincién de dcido Biopsia
aleohol resistentes Ileon terminal Trofozoitos
Safranina Tricrémica
Inmunofluorescencia directa
ELISA
Hemaglutinacién pasiva
Cyclospora cayetanensis
4 Centrifugacién diferencial (Solucién Heces Ooquistes
Sheater)
Contraste de fases
Autofluorescencia
Frotis y tincidn de kinyoun,
Zeihl-Neelsen o safranina
Safranina Tricrémica
pora : Examen directo en fresco Heces Qoquistes
Tsos bell Tincién para dcido alcohol resistentes || Biopsia intestinal
' Safranina Tricrémica
Autofluorescencia
(Auramina-rodamina)
Frotis y tinciones Heces Esporas

Microsporidium

diversas: Hematoxilina,
eosina, P.A.S_, Gomori,
Giemsa, cromotropo 2R
Safranina Tricrémica
luz polarizada,
Microscopia electrénica
PCR.

Aspirado duodenal

Biopsia intestinal

Diferenciacién género

Naegleria fowleri y
Acanthomoeba spp

Exdmen directo
Frotis tefiido con Giemsa o Wright

ELISA

LCR
Suero

Biopsia

Trofozoitos o forma flagelada

Quistes
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5.4 PRESERVACION DE LA MUESTRA

Como mencionamos antes esta herramienta debera emplearse cuando la muestra no pueda ser
examinada de forma inmediata. A continuacion se muestra una tabla con los agentes

preservadores, entre ellos los mas utilizados son la formalina al 10% y el alcohol polivinilico PVA.

Preservador Ventqjas Desventajas
Formalina al 10% ®  De fdcil preparacién ®  No recomendable para ciertas
® De larga duracién y apto para tinciones permanentes como la
almacenar tricrémica.
®  Excelente para la preservacién de ®  Inapropiado para la preservacidn de
huevos de helmintos, larvas y quistes la morfologla de algunos trofozoitos
de protozoos (incluyendo coccidiios). de protozoarios.
®  Adecuado en la utilizacién de " Puede interferir para un posterior
métodos de concentraciény procedimiento por PCR
microscopla epifluorescente. : especialmente después de un
®  Adecuado para utilizar prolongade tiempo de fijacién,
posteriormente tinciones como la de
cromotropo. ,
®  Compatible con os kits de
inmunoensayo y microscopia
epifluorescente.
MIF ®  Los componentes fijany tifiena la "  No es adecuada para algunas
(merthiolate -iodo-formaldehido) vez a los microorganismos. tinciones permanentes como la
®  De fdcil preparacién. tricrémica.
®  Puede conservarse por largo tiempo ®  Inapropiado para la preservacién de
*  Util para trabajos de campo. la morfologia de algunos trofozoitos
®  Adecuada para posteriores técnicas de pratezoation
de concentracidn, ®  ElIodo interfiere con otras
tinciones y con la fluorescencia
®"  ElTIodo puede causar distorsién en
la apreciacién del protozoario. Lo
que provoca inconsistencia y falta
' de confiabilidad para detectar
pardsitos en la muestra por
concenfracién.
LV-PVA ®  Excelente preservador para la ®  Inadecuado para par preservacién
(Alcohol polivinilico de baja densidad) morfologia de quistes y trofozoitos de huevos y larvas de helmintos,
de protozoarios. cocccidios y microsporidios.
®*  De fdcil manufacturaen ®  Contiene cloruro de mercurio.
preparaciones permanentes tefiidas ®  Resulta un conservador caro y de
con la tincién tricrémica (la solucién dificil almacenaje.
preserva a los pardsitos y a su vez Involucra un procedimiento muy
los hace adherirse a la superficie del laboreoso para su preparacién
partichjetosen la praparacién) No es adecuado utilizarlo a la par
*  Los muestras preservadas con el de un método de concentracién. No
permaneces estables por varios puede ser utilizado cuando se va
mese procesar la muestra con un kit de
inmunoensayo. No es buena para la
tinciones de cromotropo, y
safranina
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SAF
(acetato de sodio- dcido acético-
forimalina)

Indicada para utilizarse con
métodos de concentracidn y
para preparaciones tefiidas en
forma permanente,

De fdcil preparacién

Puede conservarse por largo
tiempo

Adecuada para utilizarse con las
siguientes tinciones; safranina,
cromotopo y acid-fast, safranin.
Compatible con los kits de
inmunoensayo.

Requiere de aditivos como
glicerina o albimina para lograr
una adhesidn de la muestra al
portacbjetos en y lograr una
adecuada preparacién.

Fijador de Schaudinn

Excelente para la preservacién
de la morfologia de trofozoites
y quistes de protozoarios.

Easy preparation of permanent
stained smears

El menos indicado para un
procedimiento posterior de
concentracién

Contiene cloruro de mercurio,
Inapropiado para la
preservacién de la morfologia
de larvas y huevos de helmintos,
coccidios y microsporidios.
Muestra una pobre adherencia
de las muestras liquidas o con
moco hacia el portacbjeto.

PVA Modificado
- cobre o zinc -

Las tinciones permanentes
pueden realizarse y tefiirse
posteriormente con la tincién
tricrémica.

El Zinc se prefiere sobre el
cobre.

No contiene cloruro de
mercurio.

No logra tefiir de manera
consistente.

La morfologia de los
microorganismos no se aprecia
co Puede conservarse por largo
tiempo n claridad y es pobre.
Al utilizar Cobre la morfologia
de los quistes y trofozoitos es
pobremente apreciada.

El Zinc provee una mejor
morfologia pero no comparable
alade LV-PVA

Fijadores Viales Comerciales
(Ecofix, Parasafe, Unifix, Proto-fix,
STF, entre otros)

El concentrado y permanente de
la muestra puede hacerse fuera
un vial,

No contienen cloruro de
mercurio,

Solo ciertos fijadores viales
aceptan determinadas tinciones
lo que limita su uso

La tincidén no es siempre
consistente.

Son un poco mds caros que la
formalina y LV-PVA

FE

Como puede observarse tanto la Formalina al 10% como el PVA presentan ciertas ventajas sobre

los otros, se recomienda que las muestras se dividan en dos partes y sean preservados en ambos

agentes, anadiendo un volumen de muestra por tres de agente preservador. Los equipos de

deteccion rapida

comerciales presentan la particularidad de que pueden conservarse por

numerosos meses, y dependera de las posibilidades del laboratorio la accesibilidad a ellos.
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5.5 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

El examen de la una muestra puede realizarse con la misma al fresco o preservada.
Muestras al fresco y preservadas

En este tipo de muestra se puede observar el movimiento de trofozoitos, pero debe hacerse de
manera casi inmediata a la recoleccion de la muestra evitando retrasos. Las muestras liquidas
(diarreicas) deben examinarse dentro de los 30 minutos posteriores a la recoleccion de la misma,
no a los 30 minutos que ha llegado al laboratorio, y las muestras de consistencia suave pero no
liquida deberan examinarse dentro de la primera hora una vez que ha sido obtenida la muestra.

Si no pueden evitarse retrasos en el procesamiento de la muestra, el espécimen entonces debera
ser preservado para evitar asi la desintegracion de los trofozoitos. Para heces bien formadas no es
necesaria tanta premura en el tiempo de analisis, y pueden ‘guardarse y conservarse de forma
adecuada para su examen, (200201

El siguiente diagrama de flujo sugiere la manera de como preservar y procesar las muestras en
formalina y PVA. Este es la metodologia seguida por el CDC: (%%

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS FECALES PRESERVADAS EN FORMALINA Y PVA

Muestras en Formalina

\\A) Preparaadn en Fresco (Helmintesy Protozoanes)

Inmuncensayo (Gardey Cryptosporidium)

> Tincién de Cramotropa ( Micresporidia)
Cencentracién en Formalina-Acefato de Etilo
\\ Preparaadn en Fresco (nelmintosy profozeancs)
\ Examen Directo (epfluorescercia para Isasparay Cydespora)
Acido-Alcohol Resistente (Cyptosparidun, Gelospera & Isaspora)

Tincién de Safranima  (Cyclespera)

Ensayo Inmunofluorescente Directo  ( Cryprosacridum)

Muestras en Wﬂé Tincion Trncrémica  (protozaarios)
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Las Muestras preservadas en Formalina pueden examinarse de forma directa ya sea

como una preparacion al fresco, o tefiirse con colorantes como el de cromotropo, o si se
va a realizar un inmunoensayo, tinciones para UV y epifluorescencia. O también puede

optarse por realizar un procedimiento de concentracion antes del examen.

Los procedimientos de Concentracion separaran a los parasitos de otros restos en la
materia fecal e incrementan la probabilidad de detectar microorganismos en especial
cuando estos se hallan en poca cantidad. Se dividen en técnicas de flotacion y
sedimentacion.

Los métodos de Flotacién normalmente usados son el de Sulfato de Zinc o el de
Sheather, los cuales usan soluciones con una gravedad especifica superior a la de los
microoganismos lo que los hace flotar y por ello alcanzan la parte superior del recipiente
que lo contiene mientras que los restos se depositan en el fondo. La principal ventaja de
estas técnicas es que logran producir un aclaramiento de la muestra, lo que no ocurre con
las técnicas de sedimentacion. La desventaja es que en la mayoria de estas técnicas la
pared de algunos huevos o quistes usualmente se colapsa, dificultando su posterior
identificacién. O en su defecto no todos los huevos de parasitos logran flotar. ©

Las técnicas de Sedimentacion utilizan soluciones de una gravedad especifica menor a
la de los organismos parasitos, esto hace que se concentren entonces en el sedimento de
la solucion. Estas técnicas son muy recomendadas por la mayoria de los laboratorios ya
que se preparan facilmente y estan sujetas a una menor cantidad de errores con respecto
a las otras. %22%% | 3 técnica de sedimentacion utilizada por el CDC es la de Acetato de
etilo-formalina, que es una técnica que elimina los problemas de la flamabilidad del éter y

la cual puede utilizarse con muestras preservadas en MIF o SAF. (%%
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1. Mezcle adecudadamente la muestra .

2. Filtre aproximadamente 5 ml de una suspension de la materia
fecal a través de un trozo de gasa mojada colocada sobre un
cono de papel desechable dentro de un tubo conico de 15 ml
para centrifuga.

3. Anada 0.85% saline o 10% de formalina a traves de los
restos contenidos en la gasa hasta alcanzar un volumen de 15
ml dentro del tubo para centrifuga. También puede emplearse
agua destilada para llegar al aforo, pero se corre el riesgo de
destruir o deformar a Blastocystis hominis si es que se haya
en la muestra.

4, Centrifugue a 500 x gdurante 10 minutos.

RPM - velocidad del rotor en revoluciones por minuto

g - fuerza centrifuga (max 1000g)

r- radio; distancia horizontal entre la punta del cono de sedimentacién y
spindle centre measured in mm

Nota: Para calcular la RPM en cualquier centrifuga, utilice

RPM=((g/112r)x1000)!

5. Decante el supernadante. Afiada 10 ml de formalina al 10% a el sedimento y

mezcle perfectamente con la ayuda de un aplicador de madera.
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6. Agregue 4 ml de acetato de etilo, tape bien el tubo y agite vigorosamente e
invierta su posicion por 30 segundos, con sumo cuidado quite el tapon del tubo
para liberar un poco de la presion generada.

Centrifuge a 500 x g por 10 minutos.

8. Remueva el tapon de restos formado del tope del tubo con ayuda de un palillo
aplicador de madera. Decante las capas superiores del sobrenadante.

9. Use un aplicador con algodén en la punta para remover los restos de las paredes
del tubo centrifuga.

10. Anada numerosas gotas de formalina al 10% para resuspender la muestra
concentrada. Continue con el siguiente protocolo que haya elegido para analizar

su muestra.

(193, 203)

e Existen en el mercado tubos de concentracion comerciales que abaten los tiempos del
procesamiento de muestra asi como instrumental de laboratorio. (por ejemplo, Fecal
Parasite Concentrator, Evergreen Scientific).

Las Muestras preservadas en PVA se procesan de la manera siguiente:

1. Aseglrese de que la muestra esta bien mezclada.

2. Realice un frotis con 2 o 3 gotas de suspension de la muestra, la cantidad
dependera de |a densidad de la muestra.

3. Fije al calor la laminilla, si cuenta con un equipo de calentamiento, calientelo ahi
durante 5 minutos a 60°C. o seque completamente al aire a temperatura

ambiente.

Las preparaciones podran ser tefidas con la ticién tricrdmica o guardada por algunos
meses en una caja o contenedor adecuado que permita su posterior tratamiento y

examinacion, (193 202:203)
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Metodo de Concentracion por Sedimentacion del Acetato de Etilo

1)

2)

4)

- (202)

Haga pasar un poco de heces (cerca de 5x5 mm) a traves de un colador con

aproximadamente 9 ml de agua, y cologue el liquido que fluye en un tubo para

centrifuga de 15 ml. .

Anada al tubo 3 ml de acetato de etilo y sellelo. Agite el
tubo vigorosamente y centrifigelo.

Con la ayuda de un palillo aplicador, corte en forma de un
anillo el tapon de grasa formado en la interfase agua-
acetato de etilo, (el tapon se adhiere a un costado del tubo
y de ahi es facilmente removido para posteriormente
purgar el sobrenadante contenido en el tubo).

Decante el sobrenadante, hagalo cuidadosamente y evite
que el sedimento se integre a esta porcion liquida,
recuerde que el objetivo es dejar el sedimento intacto.
Transfiera parte del sedimento del fondo del tubo a una
laminilla y examinelo. Puede hacerlo de una de las
siguientes formas: 1) Si permanece algo de liquido, la
pequefia porcion puede resuspenderse y tomarse con la
ayuda de una pipeta. 2) Anada una gota de solucion
yodada a la pequefa porcion sobrante y resuspendala y
kiego transfierala con una pipeta. 3) Utilice un palillo
aplicador para remover parte del sedimento y realice con

el un frotis sobre una laminilla.

Una vez que se remueve el tubo de la centrifuga pueden observarse claramente las

siguientes capas:

A. Capa de acetato de Etilo en la Superficie superior. B. A
plug de grasa semidisuelta en la parte media del tubo. C.
Una capa de agua. D. A pellet de sedimento en el fondo del

tubo.

NOTA: Si usted utiliza esta técnica solo para remover la grasa, usted puede

resuspender la gota en una soluciéon para flotacion, centrifugar y remover el

material de la parte superior del tubo para la busqueda de huevecillos.
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Método PARASEP® (1% 203)

PARASEP® es un kit comercial para la concentracién de parasitos, es rapido, sencillo de
usar, cuenta con un modulo especifico d limpieza para una concentracién mas eficiente de
ova helmintos, asi como quistes y ooquistes de protozoarios. La metodologia es una
modificacion del método de Ridley-Allen.

Camara de Mezdade

.t “f i
‘e W’H B DETALLE

DE LA

}0 : . :JALLA
e g

Cucharila

a) Filtro paterizde (poligiisno de alta densidad):
dos malricas de fltracén. Las particulas largas
scn rajeded sin ccluir los peros de 425 (equi-

. valeria a 7C0 mm2 de un cc.ader de bronce tra-
; 3?\ ¢ z.ondl
i . b) Carpturadcr da resios: !as particuias rejeded son
L ] capturadas para praveni la extrus.dn dentra ge,

VI ccno sedimeniador durasie la centrifugacian.

" | \

- <) Sistema ge Segundad LiguicaiAire E! seguro
previene e! derrarmamierio de matenal L:oinfeccc-
508

%"q’-‘.ﬁ‘a de d} Cecno de sedimertacidn. E! sedmento e la base

icentiicacien de! cono quaeda listo para la examinar y descubrir

del pacierle la presencia de huavos de helmintos o larvas 2 quis-
tas u cog..des de pretczearios en la muestra clinica

a) Compalitnlidad de centrifuga Disenada enfcrmay
tamano adecuados para los cort anedores de centrifu-
ga de 50 ml.

Figura 66
Método PARASEP®
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Preparacion de la muestra

1. Desenrosque la tapa y aflanda 6 ml de formalina tamponada
al 10% en la cdmara de mezclado y si se requiere una gota
de surfactante para emulsificar. (como Triton X-100).

2. Afiada 2 ml de acetato de etilo a la cdmara de mezclado.

' ‘ 3. Introduzca una muesta fecal del tamafio de un chicharo con

T “ i l 1 ayuda de la cucharilla dispuesta para este fin que incluye el
sistema PARASEP®,

4. Incorpore perfectamente la mezcla con ayuda de la cucharilla,
si la muestra se encuentra demasiado dura triturela con la
punta de la cucharilla.

Emulsificacion
1. Cierre el sistema PARASEP™ enroscando a la unidad conica.

J 2. Agite para emulsificar con el cono de sedimentacién y
procure que quede en la posicion que se muestra al lado.

3. En este punto, la muestra debe dejarse en reposo or 24
horas.

Figura 68
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Figura 69

Examinacion

il el =

Concentracion de los Parasitos

. Invierta el sistema PARASEP® y centrifugue a 100g

por un minuto o 500g por 5 minutos.
Parasep esta disefiado para encajar adecuadamente
en las cubetas para centrifuga de 50ml.

RPM - velocidad del rotor en revoluciones
por minuto

g — fuerza centrifuga (max 1000g)

r- radio; distancia horizontal entre la punta
del cono de sedimentacion y spindie
centre measured in mm

Nota: Para calcular la RPM en cualquier
centrifuga, utilice

RPM = ((g/1.121) x 1000)

Abra lentamente el sistema para evitar que se disperse la mezcla en aerosol.
Desenrosque y deseche la camara de mezclado y el sitemma de filtracion.
Remueva el tapén grasoso formado y elimine el liquido que circunda el sedimento.
Transfiera el sedimento para proceder a su examinacion. Si lo desea agregue una

gota de lugol parasitologico para identificar mejor los agentes protozoarios.

I
:: anochese& cen &m.ﬁh

Altamente Biclogico
Flamable infecaaso
]
Figura 70
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El sistema PARASEP® incorpora un filtro patentado que ofrece una gran superficie de area. La
estructura tridimensional previene que se bloquee la superficie de filtracion, lo que da como
resultado que las particulas largas sean prevenidas de pasar a través del filtro y son sostenidas por
las barras horizontales en un primer plano. La orientacion vertical en el segundo plano significa
que el proceso de filtracion es tangencial. En la base del filtro se encuentra el capturador de
restos, donde las particulas son repelidas y evitan un oclusion de los poros del filtro (tamafio del
poro: 425 mm). La gran superficie de area retiene suficiente cantidad de muestra fecal y a su vez
la clarifica para lograr una preparacion limpia sobre el microscopio.

Instruciones de uso
Ventajas del sistema PARASEP® comparado con los métodos convencionales:

Se realizd un estudio que compararara al método tradicional Ridley-Allen contra este nuevo.
Durante el mismo las observaciones consideradas fueron la recoleccion de parasitos, la densidad
del deposito, facilidad y sencillez en el desarrollo de cada uno, aspectos de seguridad e higiene y
por supuesto el costo. 100 muestras fecales con su respectivo duplicado se trataron mediante
ambos métodos. De este se observd que la recoleccion de parasitos es similar con ambas técnicas,
y se encontré que el método Ridley-Allen tradicional es mas barato, de trabajo un tanto mas

laboreoso y presenta riesgos de seguridad e higiene inevitables.

Concluyendo el sistema PARASEP® es:
Simple y consta de cuatro pasos réapidos.

» Ventajas en seguridad e higiene sobre otras unidades desechables.

« Un sistema de sello total que previene al operador de una bio-exposicion.
» Un filtro Unico altamente eficiente.

+ Una reduccion en el volumen de reactivos.

« De uso sencillo.

« Evita una contaminacion de la muestra.

» Ofrece una optima recogida de muestra.

» Se optimizan los recursos humanos de un laboratorio.

Nota: desafortunadamente en nuestro pais no se cuentan en todos los laboratorios de andlisis con
el presupuesto suficiente que alcance para este tipo de novedosos sistemas y son raros los que se

puedan dar el lujo de contar con él.
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5.6 TECNICAS DE TINCION

Existen numerosas técnicas para tefiir y darle color a una muestra que permita
diferenciar a los organismos que puedan estar presentes en ella. Las tecnicas de tincion

pueden realizarse en preparaciones en fresco y en preparaciones fijas.

Generalidades para tinciénes en preparaciones fijas: (%% 202

Fijacion.- Los procedimientos quimicos son los mas usados para matar y fijar los
parasitos. Una buena fijacion es aquella en la cual el agente fijador penetra rapidamente,
parando de inmediato los procesos metabdlicos, con un minimo de distorsén o cambioss
degenerativos.

Las tinciones pueden realizarse en dos formas: progresivas y regresivas; las primeras
son aquellas que se hacen con el colorante diluido, colocando las piezas a tefiir, durante el
tiempo necesario para su tincién, hasta la intensidad deseada; el segundo tipo o
regresivas son aquellas en que el material se coloca en colorante concentrado hasta lograr
una sobre tincidon y posteriormente decolorar diferenciando las estructuras hasta la
intensidad deseada; la mayor parte de los procedimientos son del segundo tipo, y se
necesita de mucha practica para lograr la diferenciacion (decoloracion) exacta.

*

Una técnica de tincion puede involucrar varios pasos y procedimientos alternos asi que
para familiarizarse con los términos que en la mayoria se utilizan a continuacion se

explican en breve.

Para que los productos tomen el colorante adecuadamente, en algunas tinciones es
necesario, la accion de un mordiente, que es como una especie de anclaje para el
colorante sobre el organismo a tefir; generalmente se utiliza una sal de aluminio o hierro
o bien un acido, ya sea antes del colorante o, adicionado a la solucion de tincion. Para
tinciones contrastantes de estructuras diferentes, es necesario utilizar mas de un

colorante o separadamente o mezclados.
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Deshidratacion.- El agua debe de aliminarse por completo de las prepraciones. La
deshidratacion se hace mediante pasos sucesivos en soluciones alcoholicas de

concentraciones crecientes, hasta llegar a alcohol absoluto.

Aclaramiento.- Este paso es critico y es qaui donde algunas estructuras se pueden
colapasar si no se tiene cuidado en el paso previo del alcohol absoluto a la solucipon o
sustancia alcarante; generalmente hay dos pasos previos en alcohol absoluto y en seqguida
se introducen las preparaciones en xilol, que es un buen aclarante.

Posterior a una tincion vienen otra serie de procedimientos que daran como resultado una
prepracion fija que pueda ser conservada y utilizada como archivo biologico del

laboratorio, entre esos procedimientos podemos mencionar de modo general:

Montaje.- Los especimenes ya aclarados, se montan con balsamo de Canada o resina
sintética. Para piezas grnades como progldtidos de céstodos o trematodos como Fasciola
hepatica se requiere de un medio de montaje espeso, mientras que para frotis debe de
estar bastante diluido para posteriormente hacer una buena observacion con objetivos de

inmersion.

Limpieza.- Después de montar una preparacion, es necesario esperar un tiempo variable
entre 10 y 15 dias y algunas veces hasta mas tiempo si se trata de montaje de piezas
grandes. Para acelerar el secado se recomienda introducir las prepraciones en estufa u
horno a 60°C; después del secado, con una navaja u hoja de bisturi se raspa el exceso de

resina y se limpia con una gasa con alcohol o xilol.

Etiquetado.- Despues de la limpieza es necesario etiquetar perfectamente con los datos

correctos del parasito de que se trata, estadié del mismo y fecha. (201)
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Tincién Acido-Alcohol Resistente Modificada

Esta técnica es util para la identificacion de quistes de las especies de coccidios
(Cryptosporidium, Isospora, y Cyclospora), que normalmente no son detectados con
tecnicas rutinarias como la tricromica. Contraria a la tincion de Ziehl-Neelsen, la tincion
acido alcohol resistente modificada, no requiere del calentamiento previo de los reactivos
para lograr la tincion.

Muestra:
Puede emplearse tanto como sedimento concentrado como una muestra en fresco o
preservada en formalina. Otros tipos de muestras como fluido duodenal, bilis, muestras de

pulmodn (esputo, lavado bronquial, biopsias) son igualmente Utiles.
Reactivos:

Dentro de los cuatro pasos que requiere esta técnica, se emplean las siguientes

soluciones;

1. Metanol absoluto

2. Alcohol acido: 10 ml de acido sulftrico + 90 ml de etanol absoluto. Guardado a
temperatura ambiente.

3. Carbofucsina de Kinyoun: se adquiere comercialmente.

4. Verde de malaquita al 3%: disuelva 3 g de verde de malaquita en 100 ml de agua
destilada. Guarde a temperatura ambiente.

Procedimiento:

1. Prepare un frotis con 1 a 2 gotas de muestra en un portaobjetos y permita que se
seque con un poco de calor. Cuide de no realizar un frotis demasiado grueso.
Fije con metanol absoluto por 30 segundos.

3. Tifa con la carbofucsina de Kinyoun por un minuto. Enjuague moderadamente con
agua destilada y escurra.

4. Decolore con alcohol &cido por 2 minutos. Enjuague con agua destilada y escurra.
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5. Contratifa con verde de malaquita por 2 minutos. Enjuague moderadamente con
agua destilada y escurra.

6. Seque al calor por 5 minutos a 60°C. Monte la preparacion con un cubreobjetos y
observe al microscopio.
7. Examine entre 200 a 300 campos usando un objetivo de 40x o mayor. Para

confirmar la morfolgia de un organismo, utilice un objetivo de 100 x y aceite de
inmersion.

Control de Calidad:
Un frotis control para de una muestra fecal preservada en formalina es indispensable en
el laboratorio para cada corrida, Cryptosporidium spp' se tife de color rojo rosado.

El fondo de la preparacion debe tefirse de manera uniforme de color verde.
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Tincion de Cromotropo @

Este método fue desarrollado en el CDC y utiliza varios componentes de la tincion

tricrdmica para diferenciar a las esporas de microsporidia del resto de elementos de la

materia fecal.

Muestra:
Realice un frotis utilizando aproximadamente 10 upl de suspension de muestra (no

concentrada). Una muestra concentrada en formalina puede tambien usarse pero el

nimero de organismos encontrados son esencialmente los mismos que en una muestra no

concentrada. Fije al calor a 60°C hasta que seque completamente (5 a 10 minuntos

aproximadamente).

Reactivos:

Esta técnica involucra sies pasos y requiere de las siguientes soluciones:

1.
2.

Metanol absoluto
Tincién de Cromotropo

Cromotropo 2R 6.00g
Verde fuerte (2% 0.15g
Acido fosfotunsgico 0.70 g
Acido acético glacial 3.00 ml

* Mezcle los ingredientes y permita que reposen por 30 minutos. Después agregue 100 ml de

agua destilada. Prepare mensualmente esta solucién ya que es importante mantenerla fresca y
de reciente preparacion.

Alcohol acido:

Etanol al 90% 995.5 ml
Acido acético glacial 4.5 ml

Etanol al 95%
Etanol al 100%

Xyleno o substituto de Xyleno
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Procedimiento:

1. Fije el frotis en metanol absoluto durante 5 minutos.

2. Coléquelo en la tincién de cromotropo durante 90
minutos.

3. Decolore en alcohol acido de 1 a 3 minutos, No mas.

4. Sumerja y enjuague en etanol a 95%.

5. Hagalo pasar en dos cambios de etanol al 100% durante
3 minutos cada uno.

6. Sométalo a dos cambios de xyleno o substituto de xyleno por 10 minutos cada

uno.

8. Observe la preparacion utilice un objetivo de 100x y aceite de
inmersion.  Examine por lo menos de 200a 300 campos con

el objetivo maximo y el aceite de inmersion.
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Control de Calidad:

Una preparacion control de microsporidia de una muestra preservada en formalina al 10%
deberd incluirse en cada corridad de andlisis. La pared de las esporas de microsporidia se
tifen de una coloracion rojo-rosado y miden aproximadamente 1 pm.

Cambie todas las soluciones de trabajo de modo subsecuente después de 10
preparaciones para obtener un adecuado enjuague y deshidratacién. Un microscopio con
los objetivos en buen estado es indispensable para un correcto andlisis. Debido a la
dificultad de identificar a estos organismos tan pequenos, se recomienda que un segundo
analista confirme un diagndstico positivo.
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Tincion de Gram

Esta tincion se utiliza en el laboratorio en la identificacion de bacterias, pero una de las
técnicas que se describen mas adelante utiliza en su mezcla ua porcion de tincién de
Gram, es por ello que se incluye en este apartado tanto la composicion como la

preparacion de la misma. Esta tincion comprende el uso de varias soluciones. %

a) Solucion de cristal violeta o violeta de genciana:
Solucion alcoholica de cristal violeta o violeta de genciana.................. .10 cc
Solucion acuosa al 1% de fenal....................... 100 cc

Se mezclan y se filtran

b) Solucion de Lugol:
OO oo conmvmmasassismosusi i
Yoduro de potasio .......29
Agua destilada ........ 300 cc

Se mezclan y se filtran
c) Colorante de contraste.

Fucsina basica .......... 1qg

Agua destilada ....... 100 cc
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Tincion caliente y rapida de Gram-Cromotropo

Esta es una técnica alternativa al método de cromotropo que es mas rapida, confiable,
segura, y en general un meétodo mas simple para diagnosticar esporas de microsporidia en

muestras fecales y de otro tipo. %)

Muestra:

Realice un frotis fino y delgado del material a analizar (heces, orina, esputo, saliva entre
otros) y seque al aire.

Para fijados en formalina, secciones de tejido enbebidas en parafina, desparafinize como
lo acostumbra. Hidrate en series de alcohol, y moje en agua la preparacion antes de

realizar la tincion de Gram.

Reactivos:

1. El necesario para la tincion de Gram

2. Cromotropo:

Cromotropo 2R 1.0g

Verde Fuerte 0.15g
Acido fosfotungstico 0.25g
Acido acetico glacial 3.0 ml

) Mezcle los ingredientes y permita que reposen por 30 minutos. Después agregue 100 ml de agua
destilada. Prepare mensualmente esta solucidn ya que es importante mantenerla fresca y de reciente

preparacion

3. Alcohol acido:

Etanol al 90% 985.5 ml
Acido acético glacial 4.5 ml

4, Etanol al 95%
Etanol al 100%

Nota: Adicionalmente a los reactivos mencionados, se requiere calentar y mantener a los ractivos a

una temperatura adecuada.
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Procedimiento:

1. Fije al calor el frotis (3 veces por un segundo cada una sobre

una flama). Deje enfriar a temperatura ambiente.

2. Efecte la tincion de Gram omitiendo unicamente el paso del tefiido con safranina

de la manera siguiente:

a. Sumerga la preparacion en una solucion de violeta de
genciana y dejela reposar por 30 segundos. Para

secciones con tejido prolongue hasta un minuto.

b. Enjuague el exceso de colorante con abundante agua.
c. Sumerja la preparacion en la solucion de iodo de Gram por 30
segundos. Para secciones con tejido prolongue hasta un minuto.

d. Remueva la solucion iodada enjuaguando abundanatemente hasta
decolorar la solucion. Sostenga la preparacion en un angulo
inclinado y afada la solucion decolorante gota a gota hasta que
observe que ha dejado de escurrir color de la preparacion. Ponga
especial cuidado en estos pasos para asegurar que las esporas
toman la coloracion precisa.

e. Lave la preparacion con abundante agua fria para

remover el exceso del decolorador.

3. Para la tincién con cromotropo siga los siguientes pasos:

a. Cologue la preparacion en una porcion de solucion de cromotropo
calentada previamente (50 a 55°C) por lo menos durante 1 minuto.
Para secciones con tejido prolongue el tiempo 30 segundos mas.

b. Enjuague en alcohol acido al 90% por 1 minuto 30 segundos. Ponga
especial cuidado en este paso para asegurar una correcta tincion

en las esporas.
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d. Enjuague dos veces por 30 segundos cada vez en etanol al 100%

(para realizar esta accion se necesitan dos contenedores por
separado). Permita que la preparacion seque con ayuda de
Cytoseal60 * (Stephens Scientific) u otro sellador. Para secciones
con tejido, se recomienda que las preparaciones sean lavadas
brevemente en una solucion de alcohol etilico al 50% vy xyleno al
50% por 15 segundos, previo al montado.

Control de calidad:

Se recomienda contar con una preparacion control de esporas de microsporidia de
una muestra fecal preservada en formalina al 10% cada vez que se inicie una corrida.
En muestras de materia fecal, las esporas de microsporidia deberan aparecer como
estructuras ovoides tefiidas de un violeta oscuro con un fondo verde palido.
Las células de levaduras, de encontrarse presentes en la muestra pueden tefirse de un
violeta mucho mas suave o con una coloracién rosada lo que las hace distinguirse

facilmente y diferenciarlas de esporas de microsporidia.
En preparaciones citoldgicas, las esporas de microsporidia adquieren una coloracion de

violeta a rosadas y pueden contener granulos gram positivos. Ocasionalmente, las esporas

muestran un prominente cinturén ecuatorial haciendolas inconfundibles.

* ver apéndice
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Tincion de Safranina Modificada (método en caliente) ¢

Para Cyclospora, Cryptosporidia, y especies de Isospora:

Los ooquistes de Cyclospora en las muestras clinicas se diagnostican rutinariamente
utilizando la tincion acido-alcohol resistente en frio. Sin embargo, con esa técnica, los
ooquistes se tifen de forma variable, incluso algunos ooquistes no logran adquirir la
coloracion, lo que conlleva a resultados confusos. La técnica aqui propuesta produce una
coloracion uniforme sobre las esporas de estos microorganismos. La tincion requiere de un

calentamiento para lo cual puede utilizar un platillo calentador o un horno de microondas.
(139, 155, 196)

Muestra:
Puede usarse sedimento concentrado o material al fresco o preservado en formalina. De

igual forma son Utiles algunos otros especimenes como muestras clinicas.

Reactivos:
Esta técnica involucra tres pasos, y requiere de las siguientes soluciones:

1. Alcohol acido (Solucion de HCI al 3%/Metanol): agregue lentamente 3 ml de HCl a
97 ml de metanol absoluto. Guarde a temperatura ambiente en un contenedor
cerrado apretadamente.

2. ‘Tlncic')n de Safranina (Puede utilizarse la empleada en la tincion de Gram)

3. Verde de malaquita al 3%: disuelva 3 g de verde de malaquita en 100 ml de agua
destilada. Guarde a temperatura ambiente.

Procedimiento:

1. Prepare un frotis fino y delgado en un portaobjetos y seque con un poco de calor.
No intenso, suave.

Fije en alcohol acido durante 5 minutos.

Enjuague con agua destilada.

Cologue en safranina hirviente durante 1 minuto.

W o 8

Enjuague con agua destilada.
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6. Contratina verde de malaquita por 1 minuto.
7. Enjuague brevemente con agua destilada.

8. Seque la preparacion y montela con un cubreobjetos y como acostumbra.

Control de calidad:
Una preparacion control para Cyclospora spp. De una muestra preservada en 10% de
formalina debera incluirse en cada corrida que se incie. Los quistes de Cyclospora spp. se

colorearan entre rojo y anaranjado. El fondo debe observarse con un verde uniforme.
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Tincion Tricromica

La técnica mas utilizada en Estados Unidos es el método tricromico de Whatley, que es.
una modificacion de la técnica de Gromori original para tejidos. Es rapida, simple y
produce frotis adecuada y uniformemente tefiidos de protozoarios intestinales, células

humanas, levaduras y otros materiales.

Muestra:
La muestra consiste usualmente de materia fecal fresca 0 muestras fecales fijadas en PVA
que se permiten secar al aire o en un calentador de laminillas a 60°C. Tambien pueden

emplearse muestras preservadas en acetato de sodio-acido acético-formalina (SAF).

Reactivos:
Este procedimiento involucra siete pasos, y requiere de las siguientes soluciones:

1. Etanol al 70% adicionado con yodo: prepare una solucion stock afiadiendo cristales
de iodo a alcohol al 70% hasta obtener una coloracién parecida al te negro o rojisa
obscura.

2. Etanol al 70%

3. Tincion Tricromica: puede obtenerse de manera comercial.

4. Etanol acido al 90%

Etanol al 90% 99.5 ml

Acido acético glacial 0.5 ml

5. Etanol al 95%
Etanol al 100%
7. Xyleno o substituto de xyleno

Procedimiento:

1. Para frotis preservadas en PVA, coloque la preparacion en etanol al 70%

adicionado con yodo durante 10 minutos. Para muestras fijadas de otro modo,
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siga las instrucciones que indique el fabricante. Omita el paso del yodo para
preservadores que no contengan cloruro de mercurio.

Cologue la preparacion en etanol al 70% durante 5 minutos.

Coloquela por segunda ocasion en etanol al 70% esta vez por 3 minutos.
Coloquela en tincion tricromica durante 10 minutos.

Decolore con etanol al 90% mas acido acético de 1 a 3 segundos.

Enjuague numerosas veces en etanol al 100%.

Coléquela en dos cambios de etanol al 100% por 3 minutos cada uno.

Coloquela en dos cambios de xyleno o substituto de xyleno durante 10 minutos.

© @ N O N oA W N

Monte la preparacion como acostumbra.
10. Examine la preparacion bajo el microscopio con el objetivo 100x y aceite de

inmersion. Revise de 200 a 300 campos.

Control de calidad:

Es necesario contar con una preparacion control de un protozoario conocido, por ejemplo
Giardia spp de una muestra preservada en PVA para cada corrida que se inice de este
analisis. Cuando la preparacion es fijada por completo y tratada correctamente, el
citoplasma de los trofozoitos se observa de una coloracién azul verdosa con un matiz
morado. Los quistes tienden a observarse ligeramente mas morados. El nicleo y las
inclusiones (cuerpos cromatidos, células sanguineas, bacterias) y cristales de Charcot-
Leyden se tinen de rojo matizado con morado. El material de fondo usualmente se tifie de
verde 10 que provee un excelente contraste frente a los protozoarios.
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S POR PROTOZOOS; CLINICA Y DIAGNOSTICO POR EL 1 ABORATORIO

Tincion Safranina- Tricrémica (ST)

Esta tincion se desarrolld en 1999 en Argentina ©*, con el fin de economizar costos y .
tiempos en el diagnodstico de cuatro parasitosis de manera simultanea. Esta técnica
permite detectar a  Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, especies de

Microsporidia e Isospora belli en materia fecal.

Reactivos
1. Safranina 1% (1 g de safranina en 100 ml de agua destilada)
2. Agua de canilla
3. Alcohol acido 1 (3 ml de HCl en 97 ml de metanol)
4, Cromotropo 2 R (Cromotropo 2 R 6 g; Verde fuerte 0.15 g; acido fosfotinstico

0.7 g; 3 ml de acido acético y 100 ml de agua destilada)

Alcohol acido 2 (0.45 ml de acido acético y 99.55 ml de alcohol etilico 90%)
Alcohol etilico 95%

Alcohol abosoluto

Xilol

B N & W

Procedimiento

1. Los frotis fijados en metanol se cubren con la safranina al 1%

2. Se calienta hasta desprendimiento de vapores por 2 veces y se deja en
contacton con la safranina durante 15 minutos

3. Se lava brevemente con agua de la canilla y se decoloran durante 5-10
segundos con el alcohol acido 1

4. Se lava con agua dela canilla y se coloca en estufa a 37°C durnte 90 minutos
en jarra de Koplin conteniendo el cromotropo

5. Se enjuaga con el alcohol acido 2

6. Se pasan dos veces por alcohol etilico al 95%, el primero de forma breve y el
segundo hasta 5 minutos

7. Se deshidrata en alcohol absoluto por5 minutos

8. Se colocan en Xilol durante 10 minutos.
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Tincion Blanca de Calcofluor: *%

Esta es una técnica quimiofluorescente Util para la deteccion de Microsporidia spp,.
Acanthamoeba spp., Pneumocystis jiroveci, y Dirofilaria spp. Los agentes
quimiofluorescentes como el Calcofluor, Fungi-Fluor o el Uvitex 2B son también conocidos
como agentes abrillantadores y no resultan en realidad caros. Estos reactivos son
sensibles pero no especificos y pueden hacer fluorecer a otros organismos u objetos
dentro de la muestra. Esta técnica debera elegirse cuando se desee un analisis rapido y

no para la precisa identificacion de especies.

Muestra:

Realice un frotis delgado utilizando 10 pl aproximadamente de muestra fresca o
preservada en un portaobjeto de vidrio. La muestra puede ser materia fecal, orina, cultivo
entre otras. Fije al calor hasta que seque por completo.

Reactivos:

Este método involucra dos pasos y requiere de las siguientes soluciones:

1. Metanol absoluto
2. Reactivo de calcofluor blanco al 0.01%: Prepare una solucion al 0.01% en .1M de
Tris-buffered salino con un pH 2

Procedimiento

Realice un frotis delgado de una muestra fecal o de otro tipo.

Fije la preparacion en metanol por 30 segundos.

Tifa con el reactivo de Calcofluor blanco al 0.01% durante 1 minuto.
Enjuague con agua destilada y permita que la preparacion seque.

Monte con un cubreobjetos delgado del #1.

Sl L B o

Examine con un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro azul violeta

con una longitud de onda de 400 nm o menos.
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7. Para buscar a Microsporidia, observe cuidadosamente con objetivos de 50x o 100x
y aceite de inmersion. Las esporas de Microsporidia fluorescen con una coloracion
blanco-azulado muy brillante y un fondo negro.

Control de Calidad

Es necesario contar con una preparacion control de Microsporidia preservada en formalina
al 10% preparada de un cultivo o de una muestra fecal, cada vez que se inicie una
corrida de analisis.

Figura 72
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Tinciones para Muestras de Sangre

Tincion de Giemsa

El colorante de Giemsa se vende como solucion stock concentrada. También se encuentra
disponible en forma de polvo para aquellos que deseen elaborar su propio colorante. El
empleo de colorante liquido preparado o colorante preparado a partir del polvo es una

cuestion de preferencia personal. Para prepararlo de manera individual siga estos pasos:
(201)

Reactivos:

Solucion concentrada de Giemsa.

1. Polvo colorante Giemsa, certificado 0.6 g.
2. Metanol, neutro absoluto y certificado, (libre de acetona) 50 ml.
3. Glicerina, neutra, certificada 50 ml

Procedimiento

1. Mezcle pequenas porciones de colorante y glicerina en un mortero y retna la
mezcla en un frasco de 500 o 100 ml hasta que se haya terminado de mezclar todo
el material medido.

2. Cierre el frasco con un tapon de algodon, tapelo con papel grueso y coléquelo en
un bafio de agua a 55-60°C durante 2 horas, asegurandose de que el agua alcance
el nivel del colorante.

3. Agitelo suavemente a intervalos de 2 hora. Deje enfriar la mezcla, agregue
alcohol y consérvela en un frasco marron.

4. El colorante deberd guardarse durante 3 semanas y se filtrara antes de su empleo.

Para peliculas de sangre finas o una combinacién de peliculas de sangre fina y gruesas,
utilice agua amortiguada con triton al 0.01% y para peliculas de sangre gruesas, agua

amortiguada con tritén al 0.1%.

El colorante liquido comercial o la solucion madre preparada con el polvo debera

diluirse aproximadamente en partes iguales para preparar la solucién colorante. El
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colorante liquido de Giemsa stock se diluye 1:10 con buffer para peliculas de sangre finas;
sin embargo, para peliculas gruesas puede utilizarse una dilucion de hasta 1:50.

El agua amortiguada usada en la dilucion del colorante madre debe ser neutra o
ligeramente alcalina. La solucion buffer de fosfato puede utilizarse para obtenenr el pH
correcto.
Solucién concentrada al 10% de tritén X-100.
1. Triton X-i00 10 ml.
2. Agua destilada 100 ml.
Buffer
Buffer de fosfato disddico
1. Na;HPO4H,O 9.5 g
2. Agua destilada 1000 ml
Bufer de fosfato acido de soldio
1. Na2HPO4H20 9.2 ml

2. Agua destilada 1000 ml

Soluciones de agua amortiguada con Tritén
Aqua amortiguada con tritén al 0.01%

1. Triton X-100 acuoso stock al 10% 1 ml
2. Agua amortiguada 1000 ml

Agua amortiguada con Triton al 0.1%

3. Triton X-100 acuoso stock al 10% 10 ml
4. Agua amortiguada 1000 ml

Preparacion del agua amortiguada: Una solucién amortiguada con el pH deseado puede prepararse

con la mezcla de dos amortiguadores de fosfato. Los amortiguadores se guardan por separado
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durante tiempo indefinido en frascos de vidrio refractario con tapdn y se filtran antes de hacerse la

mezcla de agua amortiguada.

Formula para 1 litro de agua amortiguada

pH final  Na,HPO,; M/15 NaH»PO4 H,O M/15 Agua Destilada

6.8 49.6 ml 50.4 ml 900 ml
7.0 611 ml 38.9 ml 900 ml
7.2 72.0 ml 28.0 ml 900 ml
74 80.3 ml 19.7 ml 900 ml

Procedimiento para teiir

Peliculas finas: Los frotis se fijan primero en alcohol metilico absoluto y se dejan secar
al aire. Un mililitro de tincion de Giemsa previamente preparada se mezcla con 50 ml de
agua amortiguada, pH 7.0 0 7.2 y se permite que el frotis se tina durante 45 minutos en la
tincion diluida de reciente preparacion. Se lava el frotis en agua corriente y se seca. Si
los frotis se tifien de rojo intenso, utilice un amortiguador mas alcalino, si parecen

demasiado obscuros, use uno mas acido.

Nota: Una buena regla general para la dilucion del colorante con respecto al tiempo de
coloracion es la siguiente. Si la dilucion es de 1:20, coloree durante 20 minutos; si es de

1:30, coloree durante 30 minutos, etcétera.

Peliculas gruesas: El procedimiento a seguir para colorear peliculas gruesas es el
mismo, excepto que se no se fijan el acohol metilico ni se seca al aire. Si el portaobjeto
tiene una pelicula gruesa en una extremidad y una pelicula fina en la otra, fije solo la fina

y luego coloree simultdneamente ambas partes de las peliculas. (%% 201-202)
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Control de calidad

Si los globulos rojos aparecen adecuadamente coloreados, la regulacion del tiempo y

dilucion del colorante deberan ser apropiados para demostrar la presencia de parasitos.

Si los portaobjetos no pueden colorearse dentro de las 48 horas; las peliculas finas
deberan fijarse en alcohol metilico y las peliculas gruesas lacadas en agua destilada antes

de su almacenamiento.

Los portaobjetos deberan almacenarse a temperaturas razonablemente bajas (debajo de
los 80 F) antes de su coloracion. Las peliculas gruesas que no han sido lacadas se fijaran
con calor; la hemoglobina quedara fijada en los glébulos rojos, y la considerable
retencion de colorante impedira entonces la identificacion de los parasitos. Las peliculas

finas también se colorean débilmente después de la exposicion a elevadas temperaturas.

Nota:

La sangre comienza a perder su afinidad por los colorantes al cabo de unos 3 dias y las

peliculas gruesas antiguas no deshemoglobinizan bien.

La tincion se realiza especialmente con el colorante de Geimsa. Para las capas finas se
puede utilizar la tincion de Wrigth, aunque tifie los parasitos peor que el colorante de

Giemsa. No es satisfactoria para las peliculas gruesas porque fija los eritrocitos.

Una solucion de colorante de Giemsa que actle adecuadamente debe prepararse cada
dia.

169



Momica Wong de la Mora

PARASITOSIS EMERGENTES CAUSADAS POR PROTOZOQS; CLINICA Y DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO

Tincion de Wright 0%

Reactivos

Se trata de una solucion de eosina y una mezcla compleja de tiacinas, que incluyen:

a) El azul de metileno (normalmente del 50 al 75%)
b)  Azur B (10 a 25%) y otros derivados.

c) La solucion tampon (pH 6.4) contiene fosfato potdsico primario

(monobasico) (KH,PO,), anhidro 6.63 g; Fosfato sddico secundario

(dibasico) (Na;HPO,), anhidro 2.56 g y agua destilada para hacer 1

litro. Puede preparase una solucién mas alcalina (pH 6.7) con 5.13 g

de sal potasica y 4.12 g de sal sddica.

Procedimiento

d)

f)
a)

h)

Las extensiones de sangre se deben tefir en pocas horas tras la
preparacion; si tienen que mantenerse sin tefiir, habran de ser fijadas.

La fijacion y la tincion se pueden hacer por inmersion de las preparaciones
en recipientes llenos de reactivo o cubriéndolas con los reactivos
mentenidas en posicion horizontal. En este Gltimo método, si se cubre la
extension con abundante colorante, se evitara la evaporacion, la cual da
lugar a precipitacion.

La fijacion se realiza durante 1 0 2 minutos con metanol absoluto.

La preapracion se expone a continuacén a una solucién no diluida de
tincion durante 2 min. Luego, sin quitar la tincion de la preparacion
horizontal, se afiade con cuidado una cantidad igual de tampodn y se
mezcla soplando suavemente.

Se limpia con agua el colorante de la preparacion horizontal. El lavado
durante mas de 30 seg reduce la coloracion azul. La parte posterior de la

preparacion se limpia con una gasa.
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i)  Se deja secar al aire la preparacion en posicion inclinada

j) Se montan los cubreobjetos sobre la extension de la preparacion con

balsamo de Canada u otro medio de montaje.

Las extensiones bien tenidas con la tincion de Wright tienen color rosa cuando
se miran a simple vista. Con bajo aumento las células deben estar

regularmente distribuidas.

Control de Calidad

Tincion excesivamente azulada: Las extensiones gruesas, el tiempo prolongado de tincion,
el lavado inadecuado o la alcanlinidad demasiado alta del colorante o diluyente tienden a

provocar una basofilia excesiva.

Tincion excesivamente rosada: La tincion insuficiente, el tiempo de lavado prolongado, el
montaje de los cubreobjetos antes de que estén secos o la acidez del colorante o del

tampon demasiado elevada pueden provoccar acidofilia excesiva.

La presencia de un precipitado sobre la extension puede ser debida a la utilizacion de
portaobjetos sucios, a un secado durante el periodo de tincion, a un lavado inadecuado
del portaobjetaos al final de dicho periodo, en especial si este no se mantiene horizontal
durante el lavado inicial, a la filtracion inadecuada del colorante o al haber permitido que

se depositara polvo sobre el portaobjetos o extension. (0202)
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57 MICROSCOPIA

Calibracion del Microscopio — Micrometro Ocular:

La determinacion de las dimensiones de los parasitos es importante para una
identificacion correcta tanto de los protozoos como de los helmintos y se debe realizar
empleando un micrémetro ocular correctamente calibrado para cada objetivo de cada

microscopio con que se vaya a usar. A continuacion se describen los pasos a realizar en la
(195, 200-202)

calibracion de un microscopio:

k) Inserte un micrometro ocular en el elemento ocular de modo que la escala esté
enfocada cuando el microscopio lo esté.

I) En la platina del microscopio se coloca un micrémetro de platina calibrado; el
diafragma del iris se cierra parcialmente para reducir la iluminacién, y se enfoca la
escala calibrada.

m) La escala del micrémetro ocular y la del micrémetro de la platina se desplazan
hasta que los ceros se correspondan. A continuacion se examina el micrémetro
ocular hasta que se encuentra una division que también se alinea con una division
del micrometro de platina. Cada division grande del micrometro de la patina
equivale a 0.1 mm (100pm) y cada division pequena a equivale a 0.01 mm
(10pm).
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n) La distancia entre pequefias unidades del ocular se calcula determinando la
distancia en micras entre dos divisiones alineadas en el micrometro de la platina y
dividiéndola por el nimero de unidades menores del ocular entre las divisiones

alineadas. El resultado es la distancia entre las unidades del ocular en micras.

0) Se debe registrar el valor de la unidad de division del micrometro ocular (en
micras) utilizando cada objetivo del micrscopio. Cada microscopio debe calibrarse

por separado y ha de recalibrarse cada vez que se cambie un objetivo o un ocular.

p) Para determinar el tamafo de un objetivo, hay que calcular la cantidad de
unidades de ocular que representan la dimension que se mide y multiplicar esta

cifra por el valor calculado en el inciso d) para el aumento utilizado.

Preparaciones en Fresco:

Antes de realizar una preparacion en fresco, el microscopio debe estar calibrado. Los
objetivos y oculares utilizados para el proceso de calibracion deben ser los usados para
realizar las mediciones en el microscopio. Los factores de calibracion deberan estar

siempre anotados y colocados a un costado del microscopio.

Los trofozoitos, quistes y ooquistes de protozoarios, asi como los huevos y larvas de
helmintos son susceptibles, en la mayoria de los casos, de ser vistos e identificados
mediante una técnica de montaje en fresco. Los montajes humedos directos o de material
concentrado se realizan mejor utilizando portaobjetos de 5 por 7.5 cm (mejor que los de
2.5 por 7.5 cm) y un cubreobjetos del No. 1 de 22 mm. Esto previene las fugas durante
la observacion microscopica y proporciona espacio para sellar el cubreojetos con algun

sellador si se desea.
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Para comenzar, obtenga un portaobjeto y un poco de la muestra clinica a analizar.
Tome una pequefia cantidad de la muestra y distribuyala sobre el portaobjeto.
Preferentemente se recomienda realizar por lo menos dos frotis sobre el mismo
portaojetos y en donde una de ellas puede tefiirse con solucién yodada. El Yodo debe ser
de Dobell y O'Connor o una dilucién yodada al 1:5 de Lugol.

El espesor de la preparacion en fresco no debe ser muy gruesa, puede guiarse de la
foto que a continuacion se muestra. Observe que es lo suficientemente ligera lo que
permite ver a través de ella. También es importante evitar las burbujas de aire.
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Figura 73 @9

Ejemplo del espesor al realizar una preparacion en fresco

Para prevenir la desecacion debe colocarse un portaobjetos a través de las porciones
separadas de la varilla del aplicador en un placa de Petri que contenga una toalla de papel
himeda. El cierre hermético de los montajes con vaspar permite el empleo del objetivo
de inmersion en aceite para el examen del preparado y evita su secado. Vaspar es una

mezcla a partes iguales de vaselina y parafina, que se calienta hasta su licuacién en una
placa caliente.
B

Figura 74 @9
Sellado adecuado de un cubreobjetos en una preparacién
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Un pincel de pelo de camello o un aplicador con punta de algodén se sumergen en el
vaspar fundido y se tocan con él los angulos opuestos del cubreobjetos para fijarlo al
portaobjetos de 5 por 7.5 cm; entonces se aplica vaspar con pinceladas iguales en los
bordes del cubreojetos hasta que se tiene éste sellado, como se ilustra en la foto anterior,
no olvide que esta mezda debe calentarse a 70°C aproximadamente y mezclarse para que
pueda ser utlizada como sellador.

Alternativamente los bordes pueden sellarse con esmalte de uiias sin color. Sellando de
esta manera, se mantiene a los organismos alejados del movimiento que provocaria el
aceite de inmersion y de igual manera los protege de una desecacion.

Se debe examinar microscopicamente el preparado de tal modo que sea observada
sistematicamente toda la superficie del cubreobjetos. Un buen método consiste en epezar
en un angulo y utilizando la platina, mover arriba y debajo de tal modo que cada campo
pueda ser observado metddicamente con el objetivo de 10 aumentos.

Tambien es importante la observacion de la preparacion con el objetiovo de inmersion en
aceite o de alto aumento en seco para estar seguros de que no pasan inadvertidos los
protozoos pequefios.

Figura 75 9%
Observacién sistemdtica de la totalidad de la superficie del cubreobjetos
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Preparaciones Teiidas:

Las preparaciones tefiidas permenentemente son Utiles para la identificacion de
trofozoitos y quistes de protozooarios y también para la confirmacion de especies. De igual
modo permiten tener una referencia de consulta en el diagndstico y pueden conservarse

en el archivo bioldgico de un laboratorio. *?

El microscopio debe ser calibrado antes de comenzar el analisis. Las preparaciones
positivas asi como el material de referencia (fotos, imagenes digitales, etc) deben de estar
disponibles en la estacion de trabajo para comparar los detalles morfologicos de los
microorganismos. Normalmente se suelen preparar de 1 a 3 muestras de modo
permanente. Si la muestra no se haya preservada, prepare una capa delgada del material
trazando el mismo hacia atras y hacia adelante sobre el portaobjetos con la ayuda de un
aplicador. De ser necesario diluya la materia fecal con agua salina. Para muestras
preservadas en PVA, aplique dos o tres gotas del espécimen a la laminilla o portaobjetos
y con un movimiento circular o movimientos suaves de retoque esparsa la muestra
equitativamente hasta cubrir un area de aproximadamente 22 x 22 mm del cubreobjetos.

Para muestras preservadas de otra manera consulte las instrucciones del fabricante.

Una vez que el proceso de tefiido esta completo, examine de manera sistematica la
preparacion utlizando un objetivo 100x y aceite de inmersién. Observe por lo menos de
200 a 300 campos. Reporte las formas observadas (trofozoitos o quistes).

Microscopia de Fluorescencia - UV:

La demostracion de los ooquistes de Cyclospora “ ) en prepaciones hiimedas se
intensifica enormemente cuando se utiliza microscopia de fluorescencia UV. (8% 162 A
pesar de la “edad” de la muestra, los quistes de Cyclospora exhiben un intenso color azul
cuando se observan mediante esta técnica (con filtros especiales para UV de 330-365 nm).
Si estos filtros no estan disponibles, pueden utilizarse para una excitacion azul entre 450-
490 nm, pero la intensidad disminuye y toma una coloracion verde fluorescente. Sin
embargo esta técnica no permite contar con una preparacion permanente que pueda ser

conservada en el archivo bioldgico del laboratorio.
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5.8 EXAMENES EN SANGRE

El método habitual para diagndsticar los parasitos en sangre es el estudio de las
peliculas de ésta, aungue se han descrito procedimientos especiales mas sensibles para la

microfiliaria, |a tripanosomiasis africana y el paludismo.

Para el diagndstico de las infecciones por parasitos de la sangre se preparan dos tipos de

pelicula de sangre:

a) peliculas finas

b) peliculasgruesas.

En la pelicula fina la sangre se distribuye por el portaobjetos en una capa delgada y los
eritrocitos estan intactos después de la tincion. En la pelicula gruesa (gota gruesa), la
sangre se concentra en una pequeiia zona y tiene el grosor de muchas capas de células.
Durante la tincién, los eritrocitos se lisan y solo seran visibles los leucocitos y los parasitos
(si estan presentes).

Para el diagndstico se prefiere a la peiicula gruesa, puesto que contiene de 16 a 30 veces
mds sangre por campo de microscopio que la pelicula fina, con lo que aumentan las
probabilidades de detectar infecciones minimas (ligeras) y disminuye el tiempo necesario
para efectuar un examen fiable. En las peliculas bien preparadas, en una pelicula gruesa
se puede examinar en 5 min aproximadamente la misma cantidad de sangre con lentes de
inmersion en acetie que en una pelicula delgada en 30 min. Para los examenes habituales

se deben pereparar tanto una pelicula delgada como una gruesa. %% 201-203)

Preparacion del portaobjetos

1. La sangre para el examen se puede obtener por puncion digital, puncion del

I6bulo de la oreja o venoclisis.
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1.1  Si se obtiene por venopuncion, la primera gota, libre de anticoagulante, se
utiliza para preparar las peliculas.

1.2 Los anticoagulantes pueden causar distorsion de algunos organismos al
interferir en la tincion.

2. Si se emplea alcohol al 70% para desinfectar el punto de la puncién, debe
enjuagarse o permitir que el alcohol se seque para asegurar que no fije las células
hematicas y evitar una deshemoglobinizacion de las peliculas finas.

3. Para realizar una pelicula fina, ponga en contacto un cubreobjetos con la parte
superior de una gota pequefia de sangre sin tocar la piel, y coléquela con la parte
manchada hacia abajo, encima de otro cubreobjetos, de manera que las esquinas
de los dos aparezcan como una estrella de 8 puntas.

3.1 Sila gota no es demasiado grande y los cubreojetos estan limpios, la sangre
se extenderd uniforme y rapidamente como una capa fina entre las dos
superficies.

4, En el momento en que la sangre cesa de extenderse, separe los cubreobjetos
rapida y firmemente tirando de ellos en el plano paralelo a sus superficies. La
sangre suele estar mucho mejor extendida en uno de los cubreobjetos que en el
otro.
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Los cubeobjetos se deben colocar con la extension hacia arriba sobre papel limpio
y dejar que sequen al aire, o se pueden colocar unidos por su cara posterior en
hendiduras hechas en una caja.

6. La pelicula gruesa puede prepararse tocando la superficie inferior de una gota

6.1

6.2

6.3

de sangre con la punta del dedo y rotando el porta hasta cubrir una superficie del
tamano de 1.5 cm. Un método alternativo consiste en reunir algunas gotas

pequefas con un borde del porta.

Una pelicua gruesa debe ser lo bastante delgada para poder leer a su través
un impreso. Si es demasiado gruesa, la pelicula se puede desprender del
portaobjetos.

Las peliculas gruesas deben dejarse secar a temperatura ambiente,
generalmente durante la noche. Un exceso de temperatura puede fijar los

eritrocitos y evitar la deshemoglobinizacion.

Las peliculas gruesas o finas pueden prepararse en portas diferentes o en el
mismo con una pelicula fina en un extremo y una gruesa en el otro. En estos
casos, solo la pelicula fina se debe fijar con alcohol metilico (30 seg) y ha de

evitarse el contacto de la pelicula gruesa con el vapor del alcohol.
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5.9 DETECCION DE ANTIGENOS

El diagndstico de muchos parasitos intestinales que afectan al hombre depende en la
observacion bajo el microscopio de la posibilidad de encontrar diferentes estadios de los
mismos en la materia fecal, fluido duodenal, o muestras de biopsias tomadas
directamente del intestino. Como el examen de estas muestras puede requerir bastante
tiempo de un microscopista experimentado y diverso material, se han desarrollado otros
métodos diagndsticos como alternativa, por ejemplo los que detectan antigenos que
utilizan anticuerpos fluorescentes directos, el inmunoensayo EIA, y otros métodos

realizados con kits comerciales. (%%

Estas metodologias pueden realizarse de un modo
rapido y sin la imperiosa necesidad de contar con un laboratorista y microscopista

experimentado.

Cryptosporidiosis

Algunos autores sostienen que el método de eleccion para el diagnéstico de la
criptosporidiosis es la inmunodeteccion de antigenos sobre la superficie del organismo en
las muestras de heces, utilizando ensayos de anticuerpos monoclonales, estos proveen
una sensibilidad superior a las técnicas que emplean la tincion acido alcohol resistente
modificada. ©7 %"
Existen aproximadamente 15 kits comerciales en el mercado estadounidense para el
diagnostico de la criptosporidiosis, algunos de ellos detectan de forma simultanea a
Glardiay E histolytica. Para elegirse deben ponderarse la comodidad, facilidad, habilidades
y tiempo, asi como el costo de cada uno de ellos, y que vaya acorde con los recursos con
los que cuente el laboratorio. Uno de los mas sensibles (99%) y especificos (100%) es el
DFA, el cual identifica quistes en muestras tanto concentradas como no concentradas, y

utiliza anticuerpos monoclonales marcados con isocianato.

Existen seis pruebas comerciales de EIA en el formato de microplato para detectar
antigenos de Cryptosporidium tanto en muestras en fresco o preservadas en el
refrigerador, asi como muestras preservadas en formalina o SAF. Las muestras
concentradas y tratadas con PVA no son adecuadas para probar con kits de EIA. La
sensibilidad y especificidad de estos kits esta reportada en un rango que oscila entre un

93 y 100% cuando se usa de manera correcta y en el laboratorio. Los laboratorios que
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emplean esta prueba diagnostica deben considerar la posibilidad de obtener resultados
falsos positivos y tomar las medidas que monitoreen de modo constante el desempefio de
estos. Por otro lado existen tres ensayos inmunocromatograficos para la deteccion
individual o combinada de antigenos de Cryptosporidium, Giardia y E histolytica, Estos
ofrecen la ventaja de realizar un test multiple en poco tiempo y con una sola reaccion.
Las evaluaciones efectuadas para evaluar la sensibilidad y especificidad muestran

resultados muy similares a los ensayos anteriormente mencionados.

No obstante se recomienda confirmar todos los resultados positivos obtenidos por
inmunoensayos enzimaticos. El equipo de deteccion rapida comercial Meridian Merifluor
DFA para Cryptosporidium o el examen mediante preparaciones tefiidas por la tincion
acido-alcohol resistente modificada para Cryptosporidium spp o la tincion tricromica de

Wheatley's para Giardia spp son métodos confirmatorios para la identificacion de estos

organismos.
Cuadro 15
Relacién de purebas diagndsticas_inmunoldgicas con equipos de deteccién rdpida “**
Organismo Nombre del Kit | Fabricante-Distribuidor | Tipo de Test ®
o
Cryptosporidium ProSpecT Alexon-Trend EIA
parvum
| | ProSpecT Rapid ’ Alexon-Trend I EIA
’ | Crypto-CEL Cellabs | IFA
}r i Cryptosporidium Novocastra | DFA
[ ICryp'roSpor'idium [TechLab | EIA
o [RIM Cryptosporidium ’Eemzl E EIA
B RIM Cryptosporidium Remel - __uﬁ-F‘%;;i(_i“"__
’ ‘Cr‘yp'fosporidium o I’—W‘;r—n;ol-e - _&_i_léiﬂl -
Cryptosporidium ProSpecT Alexon-Trend IET.A -
parvum/Giardia lamblia ]
‘ }ColorPAC* ‘ Becton Dickinson IRapid )
| o R P
| [r— e .
} | )RIM Crypto/Giardia [Remel [EIA
[ | ImmunoCard STATI* | Meridian |Rapid
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5.10 DIAGNOSTICO MOLECULAR

El examen Microscopico pese a lo laboreoso de la técnica, sigue siendo la técnica mas

utilizada y considerada como standard, sin embargo no es infalible y en ocasiones puede

no darnos los resultados que esperamos y cuando se sospecha la presencia de alguno de

los parasitos emergentes ya mencionados pero no logramos ponerlos de manifiesto

mediante técnicas convencionales debe recurrirse a técnicas mas sofisticadas pero muy

precisas tal es es el caso de las técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). %

Recoleccion de la Muestra

1. La muestra fecal debera recolectarse en ausencia de cualquier agente

conservador.

De modo alternativo la muestra puede ser mezclada y homogenizada con
dicromato de potasio (dilucién 1:1 al 5% masa/volumen) 0 en etanol absoluto (dilucién
1:1) y almacenada bajo refrigeracion.

Preparaciones tefiidas con tincion Tricromica (para G. lamblia o E
histolytica/dispar) o preparaciones acido-alcohol resistentes (para C. parvum o C.
cayetanensss) deberan acompafiar a la muestra cuando un analisis por PCR sea
requerido para cualquier de estos protozoarios.

Todas las preparaciones tefiidas deberan observarse bajo e microscopio y si ahi
mismo puede realizarse la identificacion del parasito, un procedimiento por PCR
debe omitirse. Los resutados de un analisis por PCR tardan 1 semana

aproximadamente para ser completados.
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Deteccion de ooquistes de C parvum mediante PCR

Recientemente, nuevos métodos genéticos en la deteccion de C parvum han sido
desarrollados, utilizando la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) u otros métodos

basados en la deteccion del DNA, (21021

Los ooquistes son detectados por PCR en la superficie de aguas de desecho y en aguas
de consumo, entre otras, pero la sensibilidad del ensayo por PCR se inhibe por
“componentes no caracterizados en las muestras”. Diferentes estudios se apoyan en al
uso de otras técnicas como citometria de flujo, dot blot y captura magnética de

anticuerpos que incrementen la sensibilidad en el ensayo por PCR.

En Diciembre de 1995, se desarrollo una prueba que, no solo reportaba la
especificidad y sensibilidad en la deteccion de ooquistes de C parvum por PCR
(amplificaba un fragmento de DNA que codificaba de manera repetitiva una proteina del
ooquiste, la region 873-bp a 2359-bp), sino que reportaba también la viabilidad de los

mismos. GV

El uso directo de PCR no distingue entre ooquistes vivos o muertos, ya que el DNA
parece preservarse por lo menos una semana después de la muerte celular. Sin embargo,
PCR ha sido usada para detectar DNA blanco de esporozoitos excistados después de
incubacion en un medio adecuado.  Asi las cosas, la viabilidad de los ooquistes fue
determinada amplificando y detectando fragmentos de DNA de esporozoitos viables.
Estos protocolos son adecuados en la deteccion de bajos nimeros de ooquistes viables,
como los que se realizan para monitorear muestras de agua potable y otras muestras

ambientales. @Y

Actualmente se han desarrollado diversos ensayos para el diagnostico
de esta y muchas otras parasitosis por PCR y aunque no se han logrado estandarizar
ofrecen excelentes resultados, acérquese a la bibliografia expuesta al final de este

capitulo si desea informacion especializada.
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Diagndstico Molecular de la Babeiosis

En algunas infecciones con parasitos intra-eritrociticos, las caracteristicas morfolégicas
observadas bajo examinacion microscopica de los frotis sanguineos no permiten una
clara diferenciaciacion entre Babesiay Plasmodium.

Por otra parte, donadores de sangre pueden presentar sintomas subclinicos y una
parasitemia sumamente baja, lo que la hace indetectable por el método convencional. En
casos como estos, el diagndstico puede realizarse mediante técnicas moleculares, como
PCR que utilicen un primer adecuado y pasos sencillos.

Adicionalmente, propuestas moleculares son de gran valor en el ambito de
investigacion de nuevas especies de Babesia “observadas” recientemente en infecciones
en humanos tanto en América como en Europa. A continuacion se muestra una
fotografia de un andlisis con esta técnica para la identificacion de Babesia microti. " #?

A: Gel de agarosa (2%); Andlisis diagnéstico por PCR

Ss12 para la deteccion de DNA de Babesia microfi. Se
realizd un PCR con primers BAB1 y BAB4' (primera
vuelta) y BAB2 yBAB3 (segunda vueita)'.

=

= Camil S: Par de bases moleculares
800 —> standard  (50-bp ladder). Las flechas
negras muestran el tamafio estandar de las

350 — bandas.

: «— 238 = Carril 1: Primer paso de la amplificacion

- ® <« 154 con el primer BAB1 y BAB4' del nested

- PCR protocolo para la deteccion del DNA

S0 —>» de B microi extraido de sangre. Las

flechas rojas muestran la banda diagnéstica

Figura 76 @ para B microti (tamafio: 238 bp)
Andlisis por PCR para la identificacién de 8 microti

= Camil 2: PCR Nested con los

primers BAB2 y BAB3! utilizados como producto templado del primer paso de la amplificacion. La

flecha azul muestra la banda diagnéstica por PCR para B microti (size: 154 bp). Note porfavor la

gran sensibilidad de este método para la deteccion de DNA de Babesia microfi.
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Técnicas Moleculares para la deteccion de Microsporidios

La caracterizacion del genoma microsporidial se ha centrado en una pequena
subunidad ribosomal RNA gene (SSU-Rrna). Las secuencias de este gen han sido
publicadas para E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis y E. bieneusi, (%105 126,150)

Técnicas moleculares han confirmado la existencia de diferentes cepas de £

cuniculi que han sido aisladas de ratones, conejos y perros. *

Diagnodstico Molecular

Pares de primer que amplifican la secuencia de el gene entero de
microsporidia SSU-rRNA producen amplificaciones de aproximadamente 1,550 pares de

bases de largo, de Encephalitozoon species y E. bieneusi. %1%)

Aunque estos pares de primer han probado la utilidad en la secuenciacién y
estudios taxondmicos; en un ensayo diagndstico los objetivos blanco son demasiado
largos para ser eficientemente amplificados a partir de una muestra clinica.

Los blancos para el diagndstico por PCR que pueden ser amplificados
eficientemente, usualmente oscilan en un rango de 100 a 400 pares de bases en tejidos
fijados con formalina o superiores de 700 a 1000 pares de bases en preparaciones

frescas. ‘*
Numerosos pares de bases designados para amplificar pequenas regiones

(250 a 607 pares de bases) del gen SSU-rRNA, asi como su aplicacion para un diagnostico

por PCR de la infeccion por microsporidios han sido publicados. (Cuadro 15). (108.142.213-220)
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Cuadro 16. PCR pares de primers para el diagnéstico de la infeccién por microsporidios (10 142. 213-220)

Primers Designacién Organismo Tamafio de la Fuente de la
del Primer amplificado | ampificacién en muestra
la base del
primer
5'- V1 Enterocytozoon |348 Aspirado
CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC- bieneusi duodenal y
3 biopsias del
mismo tejido
5'- EB450 Encephalitozoon Organismos
ACTCAGGTGTTATACTCACGTC- hellem cultivados
3'
5'- EBIEF1 E.bieneusi 607 Bilis
GAAACTTGTCCACTCCTTACG-3'
5'- EBIER! Aspirados
CCATGCACCACTCCTGCCATT-3' Duodenales
5'- E hellem 547 Organismos
TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA- cultivados
3'
5'-
GTAAAAACACTCTCACACTCA-
3.
5'- Encephalitozoon |549 Organismos
ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG- cuniculf cultivados
3
|5'-T6CCATGCACTCACAGGCATC-3'
5'- Vi Encephalitozoon |370 Tejido de
CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC- intestinalis Biopsias
3.
|5'-CTC6CTCCTTTACACTCGAA- SI500
|3
i 5'- PMP1* E.bieneusi 250 Evacuaciones
CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC- fecales
3
|5'-CCTCTCCGGAACCAAACCTG- PMP2 E.cuniculli 268 B;ganismas
3 cutivados
! E.intestinalis 270 Evacuaciones
[ fecales
E.hellem 279 Organismos
cultivados

*La secuencia de nucleotides del primer PMP 1 es idéntica a la del Primer V1,
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Primers especificos para £ hellem y E. cuniculi han sido usados en la

identificacion de cultivos de microsporidia que a su vez proviene de muestras de pacientes
(173, 174)

pero solo el DNA vy el gen SSU-rRNA de E. bieneusiy E. intestinalis han sido

amplificados directamente de especimenes de pacientes. ?'*2')

Para evitar el adquirir especimenes para el diagnostico por métodos invasivos,
la tecnologia molecular del PCR ha sido empleada en muestras fecales. ***) Primer pair
PMP1 y PMP2 (Cuadro 16) le permite a £ bieneusiy a Encephalitozoon species ser
amplificadas, EI DNA es facilmente extraido de cultivos de organismos y de tejidos de
biopsies, pero extraer el DNA de las esporas requiere de asperas condiciones en una

manipulacion tanto mecanica como quimica.

Uno de los problemas enfrentados para el desarrollo del método por PCR sobre
muestras fecales, es la presencia de inhibidores para PCR. El tratamiento de las muestras
con hipoclorito de sodio o Formalina al 10% antes de la extraccion de DNA inactiva a los
microorganismos en las evacuaciones y produce un benéfico efecto inactivante sobre los
inhibidores de la actividad de la Taq polimerasa. Los productos de la amplificacién por
PCR de muestras fecales que utilizan primers PMP1 y PMP2 han sido digeridos con
endonucleasas de Haelll yPsfl para distinguir entre una infeccion entre E. bieneusi y E.

intestinalis 77,

Estas enzimas de restriccion no permiten distinguir entre E. intestinalis y
E. cuniculi, lo que limita en cierto modo el uso de esta técnica como herramienta

diagndstica para este tipo de afeccion intestinal.

Un acceso eficiente en la deteccion molecular de microsporidia en muestras de
pacientes afectados debiera involucrar el uso de primers universales o “pan-
microsporidian” en la amplificacion. Primers PMP1 y PMP2 parecen ser panmicrosporidian
(7)) pero estos pares de bases necesitan ser evaluados en cuanto a la habilidad que

presentan para amplificar DNA microsporidial en un amplio rango de muestras clinicas.
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La aplicacion de técnicas diagndsticas moleculares para la microsporidiosis se
encuentra aun en panales. No se cuenta aln con reportes publicados de estudios
comparativos entre PCR y otros métodos que determinen la sensibilidad y especificidad de
los mismos. Una cuidadosa seleccion en conjunto con severas y estrictas condiciones
seran requeridas para detectar y especificar la especie del microsporidio en cuestion en las

muestras de los pacientes.

El potencial de PCR en la identificacion de especies de muestras adquiridas
mediante métodos no invasivos hacen a esta técnica una atractiva y prometedora opcion
de diagnostico. Aunque PCR puede emplearse en la deteccion y el establecimiento de la
especie de microsporidia, la bisqueda de este grupo de parasitos medianteel uso de
tintes quimiofluorescentes y el método de tricromo modificado seguido de una
confirmacion con PCR se ha convertido en el paradigma actual para el diagndstico de la

microsporidiosis.

PCR se encuentra disponible Unicamente en los laboratorios dedicados a la
investigacion; se han logrado resultados satisfactorios para el diagndstico de
Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem, vy
Encephalitozoon cuniculi. El principal obstaculo es que no trabaja de forma adecuada con

muestras fijadas en formalina y almacenadas por un largo, largo tiempo.

El género  Encephalitozoon contiene tres especies que estan asociadas a
infecciones causadas a humanos: E. hellem, E. cuniculi, y E. intestinalis (syn. Septata
intestinalis). La diferenciacion entre £. hellemy E. cuniculi no se logra con un analisis de
su morfologia. Adicionalmente dos especies de microsporidia suelen encontrarse en el
hombre (Enterocytozoon bieneusi y Vittaforma corneae [syn.Nosema corneum]) y que

normalmente solo las distingue un experimentado microscopista.
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A continuacion se muestra una fotografia de un analisis con esta técnica para la

identificacion de algunos microsporidios (#2'%%

A: Gel de agarosa al (2%) que muestra las bandas diagndsticas para especies especificas de microsporidia

S 123 405

1,400~ - .

600'_)' —_— - e —

300> *

100> .

Figura 77 @29
Andlisis por PCR para la identificacion de Microsporidia

que afectan al genero humano.

Lane S: Par de bases moleculares standard
(100-bp ladder). Las flechas negras indican el
tamano de las bandas standar.

Carril 1: Encephalifozoon cuniculi specimen
positivo amplificado con PCR primers
ECUNF/ECUNR?; tamaiio de la banda
diagnostica: 549 bp.

Carril 2: Encephalitozoon hellem templado
amplificado con PCR primers EHELF/EHELR!,

tamafio de la banda diagndstica: 547 bp.

Carril 3: Encephalitozoon intestinalis templado

amplificado con PCR  primers
SINTF1/SINTR34, tamaiio de la
banda diagnéstica: 528 bp.

= Carril 4: Enterocytozoon bieneusi templado amplificado con  PCR primers EBIEF1/EBIER1?,

tamanio de la banda diagnostica: 607 bp.

= Carril 5: Vittaforma cornae templado amplificado con  PCR primers NCORF1/NCORR15, tamario de

la banda diagnostica: 375 bp.
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6. DISCUSION

El presente trabajo ha quedado manifiesta la importancia que cada una de estas
parasitosis presenta por si mismas. Las parasitosis intestinales que son objeto de
consulta, las cuales incluyen alguno de los padecimieintos aqui mencionados; representan

un gasto econémico considerable para el Estado y para las familias de los afectados.

En otras palabras, enfermarse por cualquier causa, pero en especial presentar un
padecimiento infeccioso de tipo parasitario, trae como consecuencia un desembolso
economico considerable, y asi lo ha reportado la propia Secretaria de Salud en su
informe del ano 2001, donde se consideran entre las primeras 20 causas de egresos

hospitalarios de ese mismo afo.

Resulta evidente que en nuestro pais, hace falta una conciencia del cuidado de
todo individuo en cuestiones de salud. Es importante indicar la falta de responsbilidad
principalmente por ignorancia, la cual origina un incremento de nuevos casos.

Como ejemplo la creciente cifra de personas afectadas por el VIH/SIDA, el cual
también es considerado como una de las principales causas de mortalidad general
Nacional (ver apéndgice D) Y QuUE como se revisd, es uno de los factores que cominmente
predisponen a adquirir enfermedades oportunistas y en este caso en particular a adquirir
infecciones parasitarias como Microsporidiosis, Criptosporidiosis, y otras parasitosis aqui

estudiadas.

De todo esto la importancia que tiene el informar adecuadamente tanto a la
poblacion en general, como a los trabajadores del area de la salud, médicos, enfermeras,
laboratoristas, quimicos y otros especialistas que se encuentren involucrados en la
atencion de un paciente.
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De acuerdo a la importancia que revisten estas parasitosis podemos enumerarlas
en base a la frecuencia de casos reportados, comenzando por la que se encuentra
afectando a mayor nimero de personas, y concluyendo con la que sélo se han encontrado

casos aislados:

Criptosporidiosis
Microsporidiosis
Ciclosporiasis
Isosporiasis
Babesiosis
Blastocistosis

Naegleriasis

2N By oo e e

Acantamibiasis

Estos padecimientos estan presentes en nuestro pais y es necesario seguir
realizando estudios que clarifiquen distintos aspectos que ya discutimos como

comportamiento, transmision, tratamiento y por supuesto su diagnostico.

En este trabajo se reline una gran cantidad de informacion, tanto clinica como
diagndstica de los padecimientos que aqui se exponen. En la literatura encontramos
distintos métodos diagndsticos, desde los mas sofisticados y de vanguardia, hasta los que
se han venido utilizando desde hace medio siglo, incluso se pueden encontrar numerosas

variantes de una misma técnica.

La mayor parte de la informacion recopilada y analizada proviene de publicaciones
extranjeras que gozan del reconocimiento cientifico internacional, siendo un tanto escasa
la informacion recopilada de publiciaciones de circulacion nacional. Nuevemente en este
tipo de situaciones se ve reflejado que en nuestro pais hacen falta informacion clara y al
acance de las intituciones publicas y privadas destinadas a los sevicios de salud, asi como
mas esfuerzos para destinar distntos apoyos que permitan seguir estudiando estos

padecimientos
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Se muestran todas las técnicas encontradas hasta el momento, aunque muchas de
ellas sobrepasan los recursos con los que generalmente cuentan los laboratorios de

analisis en nuestro pais.

Es por ello que este trabajo se adecua a la realidad que viven los laboratorios
clinicos en el territorio nacional; pues incluye ademds de los métodos que requeririan de
un considerable costo, metodologias que esten al alcance de laboratorios mas pequefios y
que no son considerados como de nivel superior, pero que son de gran utilidad para poner
de manifiesto la presencia del organismo patégeno causal de la enfermedad, sin poner en
duda la veracidad de los resultados.

Es este un compendio a manera de manual técnico que facilita la comprension y el
estudio de cada una de las parasitosis mencionadas, y aunque ain hay mucho por seguir
estudiando acerca de la mayoria de estos organismos se acerca por mucho al material que
se estaba esperando que reuniera en €l tanto la clinica como métodos diagndsticos de
estos parasitos emergentes.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Las enfermedades infecciosas de tipo parasitario han ido en aumento en las Ultimas
dos décadas, por ello se les han denominado como fendmenos emergentes y
reemergentes, y han despertado el interés de diversos grupos de atencion a la salud

como consecuencia a la alta incidencia de diversos casos reportados a lo largo del mundo.

2. Controlar los brotes epidémicos es una tarea urgente, y tiene como prioridad
saberlos identificar oportunamente. En el caso de una padecimiento intestinal, las
principales fuentes de error que presenta un diagndstico mal hecho, que arroja falsos
positivos o negativos, son:

- Manejo indadecuado de una muestra para su analisis

- La falta de conocimiento por parte del personal del laboratorio frente a un

organismo poco conocido y observado.

- No contar con tecnicas adecuadas para la identificacion de estos parasitos.

3. La capacitacion constante y de actualizacion por parte del personal encargado
de realizar las pruebas clinicas en un laboratorio es indispensable, y de igual manera
lo es, la responsabilidad por parte del Laboratorio de proporcionar los materiales de
trabajo y la informacion adecuada y accesible para que se logren los objetivos de
trabajo, y se le proporcione al paciente datos fidedignos acerca de su estado general

de salud o la presencia de algun patégeno en el mismo.
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4. Lo mas apropiado para reducir la incidencia de enfermedades son los cursos de
educacion sanitaria continua. Este tipo de educacion es, esencial para el personal
involucrado en cualquier institucion que esté relacionada con la atencion médica o

cualquier otro servicio de salud.

5. El ofrecer diagnosticos precisos y confiables, del estado general de un paciente,
es una obligacion por parte de la institucion ya sea publica o privada que se

encargue de realizar las pruebas clinicas que por prescripcion médica le soliciten.

6. El diagndstico de afecciones parasitarias denominadas emergentes y
reemeergentes causadas por protozooarios como:
- Babesia
- Blastocystis
- Cryptosporidium
- Cyclospora
- Isospora
- Microsporidium
- Naegleria y Acanthamoeba,

puede lograrse de manera exitosa por distintos métodos, y la eleccion de

los mismos puede depender principalmente de dos motivos:
a) De los recursos con que cuente la institucion encargada de
realizar los estudios.

b) Del grado de especificidad requerido en el analisis
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Para ello el analista encargado debe contar con toda la informacion técnica y
clinica a su alcance, para lograr un mejor discernimiento y eleccién diagnéstica en
cada caso.

7. La informacion contenida en el presente trabajo, satisface las dos grandes
areas de conocimiento indispensables para realizar un adecuado diagndstico. Por
un lado ofrece una exhaustiva descripcion de la clinica de cada una de las
parasitosis emergentes causadas por protozoos aqui mencionadas, y por el otro
ofrece una serie de metodologias distintas que permiten analizar adecuadamente
las muestras que les lleguen a sus manos de los pacientes que estan en espera de

un pronto y fidedigno diagnostico.
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APENDICE A

CYTOSEALTM 60

RICHARD-ALLAN SCIENTIFIC
4481 Campus Drive Kalamazoo, MI 49008 / CHEMTREC (800) 424-9300

1. IDENTIFICACION

SUBSTANCIA: CytosealTM 60 Medio de montaje

NUMERO DE CATALOGO: 8310-4, 8310-16

NOMBRES COMUNES / SINONIMOS: CytosealTM 60 Medio de montaje, Accumount 60 Medio de montaje

FAMILIA QUIMICA: Hidrocarburos arométicos,

2. COMPOSICION

Contenido Aromatico Total:

Tolueno CAS# 108-88-3 65%
Resina Acrilica CAS# 28262-63-7 35%
Antioxidante CAS# 128-37-0

Butil Benzil Phthalato CAS# 100-41-4

3. RIESGOS DE EXPOSICION
ESCALA y VALORES NFPA (ESCALA 0-4):
Salud=2 Fuego=3 Reactividad=0

CytosealTM 60 es una mezcla de resina acrilica suspendida en tolueno. El contenido de tolueno es de
aproximadamente de 65%. CytosealTM 60 es una solucién viscosa incolora y aromatica. CytosealTM puede
ser toxica si se ingiere. Cuando se somente a una leve exposicion sobrevienen los siguientes sintomas:
debilidad, vértigo, mareo, euforia, dolor de cabeza, nausea y vomito, las repetidas o prolongadas
exposiciones incrementan los efectos toxicos.

Rutas primarias de exposicion:

Inhalacion, Ingestion, Contacto en ojos y piel.

Efectos agudos:

Como resultado de una inhalacion o ingestion prolongada, se presentan sintomas como los anteriormente
citados ademas de opresion en el pecho y titubeo como resultado de una vision borroso, temblores,
respiracion rapida y superficial, irregularidades ventriculares y en Ultimo caso puede ocurrir dafio al higado o al
rinon.

Efectos Cronicos:

Una exposicion prolongada o repetidas de tolueno pueden causar dolores de cabeza, pérdida de apetito,

somnolencia, nerviosismo y palidez. Inhalacion continua y repetida de tolueno puede provocar una
encefalopatia irreversible presentando ataxia, timidez, vacilacion, atrofia cerebral difusa.
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Efectos Inmediatos:

- Inhalacién: Dolores de cabeza, mareo, ndusea y vomito.

- Contacto en los ojos: Puede causar una severa irritacion.

- Contacto en la piel: Causa irritacion.

- Ingestion: Perjudicial, puede incluso ser fatal. Provoca nausea y vomito.

4. PRIMEROS AUXILIOS

Inhalacién:

Remueva al pacientea a un area ventilada con aire fresco de manera inmediata. Si la respiracion se detiene,
provea de una respiracion asistida artificialmente. Si la respiracion se dificulta administre oxigeno. Mantenga a
la persona tapada y con una temperatura tibia y dejela reposar. Acuda inmediatamente al médico.

Contacto en los ojos:
Lavelos inmediatamente con abundante agua hasta que no exista evidencia de que el agente quimico
permanece (entre 15 y 20 minutos). Acuda inmediatamente al médico.

Contacto en Piel:

Remueva la ropa vy el calzado contaminado de forma inmediata. Lave perféctamente el area afectada con
jabon neutro y abundante cantidad de agua hasta que no persista evidencia clara de que el agente gimico
permente sobre la piel (entre 15 y 20 minutos). Si persiste la irritacion acuda a una atencion médica.

Ingestion:

Si se traga, NO induzca el vomito.

Si el vdmito ocurre, asegure que la cabeza de la victima se encuentre mas bajo que las caderas con el fin de
prevenir una aspiracion. Llame al médico inmediatamente.

ANTIDOTO: No hay un antidoto especifico.

5. PROCEDIMIENTOS CONTRA INCENDIO
RIESGO DE FUEGO Y EXPLOSION: Liquido Flamable

MEDIOS PARA EXTINGUIR EL FUEGO:
Extintores de quimicos secos, Dioxido de carbono. Para fuegos grandes y prolongados utilice agua espreada,
en niebla o en espuma. (1993 Emergency Response Guidebook, DOT P 5800.5).

PROCEDIMIENTOS DE RESPUESTA ANTE INCENDIOS:
Provea de proteccion respiratoria. Utilice agua en spray para reducir los vapores y mantener a los
contenedores a una temeperatura fresca.

6. DERRAMES ACCIDENTALES DEL PRODUCTO

DERRAME PEQUENO: Remueva o aleje si le esposible cualquier fuente de ignicién. Utilice equipo de
prioteccion personal, guantes apropiados, lentes de proteccién y delantal. Detenga el derrame sélo si le es
posible y puede hacerlo sin riesgo. Contenga el derrame con arena u otro material absorbente y coloquela en
un contenedor adecuado e identifiquelo para su posterior tratamieno de desecho.

DERRAME GRANDE: Utilice el equipo de proteccidn necesario y un equipo auténomo de respiracion. Mantenga
alejada a las personas del area afectada, delimite el area de riesgo y restringa el acceso a ella. No fume, ni
encienda cualquier fuente de ignicion en el area contaminada. Si el derrame es verdaderamente grande y no
puede seguier las indicaciones indicalad en el tipo de derrame anterior llame inmediatamente al
departamente de bomberos.
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7. MANEJO Y ALMACENAJE

Por se un producto FLAMABLE, debe guardarse en una area fresca, alejada de fuentes de calor, chispas y
flamas abiertas. Evite el contacto con la piel y la ropa, asi como los ojos. Evite respirar los vapores. Mantenga
los contenedores perfectamente cerrados y colocados de forma adecuada en un estante. Lavese las manos
perfectamente despues de utilizarlo. No lo almacene junto con materiales oxidantes. Un contenedor vacio
debe ser tratado de la misma manera como uno lleno.

8. CONTOL DE EXPOSICION (PROTECION PERSONAL)

VENTILACION: Aseglre una ventilacién local o general adecuada.

GUANTES: Utilice guantes resistentes para exposiciones prolongadas o repetidas con este material.
PROTECCION OCULAR: Se recomienda el uso de gogles o lentes de sequridad que prevengan cualquier
contacto con esta substancia.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

DESCRIPCION: Liquido incoloro con caracteristico olor de aromaticos.

GRAVEDAD ESPECIFICA: 0.97 Kg/I

PUNTO DE EBULLICION:  231°F (110°C)

PRESION DE VAPOR:  Approx. 47mm/Hg @68°F

SOLUBILIDAD EN AGUA: Insoluble

DENSIDAD DE VAPOR: Mas pesado que el aire

RANGO DE EVAPORACION (Butyl Acetate = 1): Mas bajo que el eter

FLASHPOINT: 40°F (4.5°C)

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD:

El medio de montaje CytosealTM es estable en contenedores cerrados y bajo condiciones normales de presion
y temperatura. El tolueno puede eaporarse al exponerse al aire.

INCOMPATIBILIDADES: Acidos fuertes y materiales oxidantes.

ACIDO NITRICO: Reaccion vigorosa.

ACIDO NITRICO + ACIDO SULFURICO: Puede ocurrir una violenta descom posicion.
TETROXIDO de NITROGENO: Reaccion explosiva.

OXIDIDANTES FUERTES: Riesgo de explosion y incendio.

PLAST[COS, GOMAS: Pueden ser atacadas por esta mezcla.

ACIDO SULFURICO: Reaccion exotérmica.

TETRANITROMETANO: Forma una mezcl explosiva

DECOMPOSICION: Los productos de la descomposicipon térmica pueden liberar vapores y humos muy
irritantes.
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APENDICE B

MEDIOS DE MONTAJE ALTERNOS

BALSAMO DE CANADA

El balsamo del Canadé es uno de los medios resinosos de montaje mas comunes. Se obtieene d:el exudado
natural de la conifera Abjes balsamica. Para obtener buenos resultados, los cortes o especimenes se deben
deshidratar perfectamente hasta alcohol absoluto y luego aclarar, pues de lo contario las preparaciones pronto
se tornan amarillentas y los tejidos se desintegra. En muchos casos, aun cuando la deshidratacion y el
aclaramiento se hayan efectuado con mucho cuidado, sucede que varios afos después de efectuando el
montaje, las preapraciones tieneden a hacerse amarillentas; razén por la cual algunos investiadores prefieren
efectuar sus montajes con resina sintética, euparal, zut y otros medios.

EUPARAL

El euparal es un medio de montaje resinoso considerado como “neutro”, porque permite transferir los objetos
directamente desde el alcohol de deshidratacion. Este medio aclara y monta al mismo tiempo. Permite
preparaciones exclelentes de invertebrados, que puedan tranferirse al euparal directamente desde el alcohol
de 90%. También es propio para las preparaciones de sangre tefiida.

GELATINA GLICERINADA

Este medio se utiliza para montar especimenes delicados o blandos dificiles de montar en balsamo y en otros
medios. Puede utilizarse como m un medio de montaje temporar en el que no se requiere de una
deshidratacion completa del espécimen y en el caso de que la preparacion no se selle alrededor del
cubreobjetos. En tales condiciones es de mucha utilidad para la observacion e identificacion de algunos
animales, como nematodos, vegetales y alas filamentosas. Sin embargo, también se puede utilizar para

montajes permanentes y para ello se necesita sellar la pareparacion perfectamente con alglin cemento

impermeale.
Gelatina en polvo ....ccccoovvveiciiiicciiciiienn 3.5¢9
Agua destilada ...............cccooiiiicin. 21 €C
(][ Tel=1 4 - SRS 25 cc
ACIAO FEMICO oo 1q

Agregue agua a la gelatina, dejandola durante una a dos horas, y despés la glicerina. Funda de inmediato la
mezcla en bafio maria, sin dejar de agitar. Una vez fundida, saquela del fracaso y agregue el acido fénico.
Filtre en sequida a través de un lienzo fino.

RESINA SINTETICA

La resina sintética que se adquiee comercialmente, esta preparada para usarse como medio de montaje. Con
ella se pueden logar preparaciones permanentes, que dificimente llegan a destruirse (si la deshidratacion no
fue perfecta) y no llegan a tomarse amarillentas como el balsamo de Canada.
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APENDICE C
DATOS ESTADISTICOS INEGI- SECRETARIA DE SALUD

PRINCIPALES CAUSAS DE EGRESOS HOSPITALARIOS, 2001

Nam.

de Causas Gilkario de Egresos Tasa %
orden o
Total 000 1,490,778 3,3719.2 100.0
1 Parto Gnico espontdneo 161 347,935 788.7 233
2
Causas obstétricas directas (excepto aborto) 160 259,407 588.0 174
3 Traumatismos, envenenamientos y algunas otras
consecuencias de causas externas 166 124,650 2825 84
- Fracturas 166A 50,078 1135 34
Aborto 159 75,695 1716 51
5 Ciertas afecciones originadas en el perfodo
perinatal 163 70,678 160.2 47
- Dificuitad respiratoria del recién nacido y ofros
trastomos respiratorios originados en el periodo
perinatal 163l 14,760 335 1.0
trastomos relacionados con la gestacion corta y el
bajo peso al nacer 163C 13,808 313 0.9
6  Tumores malignos 049 34,653 786 23
- Tumor maligno del cuello del Gtero 0490 5,022 114 03
- Leucemias 0494 4,382 9.9 03
- Tumor maligno de la mama 049M 343 7.8 02
7 Colelitiasis y colecistitis 126 30,013 68.0 20
8  Diabetes meliitus 061 29,237 66.3 20
8 Hemia de la cavidad abdominal 120 28,766 65.2 1.9
10 Enfermedades del apéndice 119 28,067 63.6 19
11 Enfermedades infecciosas intestinales 001 26,461 60.0 18
12 Enfermedades del corazén 097 25,908 58.7 1.7
13 Influenza y Neumonia 105 25484 578 1.7
14 Malformaciones congénitas, deformidades y
anomalias cromosémicas 165 21,504 487 14
15 insuficiencia renal 139 19,895 451 13
16 Infecciones respiratorias agudas 104 14,721 334 1.0
17 Leiomioma uterino 053 12,433 282 08
18  Atencién para la anticoncepcion 178 11,176 253 0.8
19  Enfermedades del higado 125 10,839 246 0.7
20  Enfermedades cerebrovasculares 098 9,793 22 07
Sintomas, signos y hallazgos anormales clinicos y
de laboratorio no clasificados en otra parte 998 14,919 338 1.0
Las demas causas 999 268,544 608.7 18.0
en a desgioses de las 10 primeras causas y no se acumulan
stal del porcentaje
ibitantes de poblacién potencial

Fuente: INEGUSSA, Direccién General de Informacion y Evaluacion del Desempefio
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APENDICE D
DATOS ESTADISTICOS INEGI-SECRETARIA DE SALUD
PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD GENERAL NACIONAL 2001

Num. de Clave CIE

ordon Causas 105 Rev: Defunciones Tasa 1/ %
Total AO00-Y98 441004.00 436.65 100.00
1 Diabetes mellitus E10-E14 49855.00 4936 11.30
2 Enfermedades isquémicas del corazén 120-125 45421.00 44 97 10.30

3 Cirrosis y otras enferemedades

crénicas del higado K70, K721, 25704.00 25.45 5.80
4 Enfermedad cerebrovascular 160-169 25657.00 2540 5.80
5 Ciertas afecciones originadas en el

periodo perinatel P00-P96 18192.00 18.01 410
6 J40-J44. J67 15944.00 15.79 3.60

Enfermead pulmonar obstrutiva crénica

7  Accidentes de tréfico de vehiculode 5 13761.00 1363 310

motor
8 Infecciones respiratorias agudas bajas J10-J18, J2C 13101.00 1297 3.00
9 Nefritis y nefrosis NOO-N19, A 10477.00 10.37 240
10 Enfermeades Hipertensivas 110-115 10170.00 10.07 2.30
11 Agresiones (homicidios) X85-Y09, Yi 10165.00 10.06 2.30
12  Desnutricion calérico protéica E40-E46 8615.00 8.53 2.00
13  Tumor maligno de traquea, bronguios y

pulmén C33-C34 6404.00 6.34 1.50
14  Tumor maligno de estémago .C16 4986.00 4.94 1.10
15  Enfermedades infecciosas intestinales A0O-A09 4897 00 485 110
16  Tumor maligno del cuello del Utero C53 4501.00 4.46 1.00
17  VIHISIDA B20-B24 4317.00 4.27 1.00
18  Uso de alcohol F10, G31.2 4216.00 417 1.00
19  Tumor maligno del higado Cc22 4203.00 416 1.00
20  Tumor maligno de la prostata C61 4015.00 3.98 0.90

Causas mal definidas RO0-R99 9195.00 9.10 210

Las demas 147208.00 14575  33.40

' Tasa por 100,000 habitantes

Las totales no incluyen defunciones de residentss en el extranjero

? \02.V04 (.1,.9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (.3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3,-.9), V28-V79 ( 4-.9), VB0.3-VB0.5, vB1.1, vB2.1,
VB3-V86 (.0-.3),V87.0-V87.8, V89.9, Y85.0

Fuente: INEGISSA, Direccién General de Informacién y Evaluacién del Desempefio
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APENDICE D
DATOS ESTADISTICOS INEGI-SECRETARIA DE SALUD
PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD INFANTIL NACIONAL, 2001

NUm. .
de Causas ?g;gle Defur;cnone Tasa 1/ %
orden ’

Total AOO-YS8 35,889 1,686.8 100.0
1  Ciertas afecciones originadas en el

periodo perinatal POO-P96 18,192 855.0 50.7
2

Infecciones respiratorias agudas bajas J10-J18, J2C 2,819 1325 7.9
3  Malformaciones congénitas del

corazon Q20-Q24 2,564 120.5 7.1
4  Enfermedades infecciosas intestinales AOO-AQ9 1,577 74.1 4.4
5  Desnutricion calérico protéica E40-E46 708 33.3 2.0
6 Anacefalia y malformaciones similares QOO 299 14.1 0.8
7 Infecciones respiratorias agudas altas JOO-JO6 243 11.4 0.7
8 Sindrome de Down Q90 223 10.5 0.6
9 Defectos de la pared abdominal Q79.2-Q79.£ 205 963.0 0.6
10 Espina bifida Q05.Q07.0 197 9.3 0.6
11 Enfermedad cerebrovascular 160-169 125 59 0.4
12  Nefritis y nefrosis NOO-N19,

A39, GO0, 121 57 0.3
GO03

13  Meningitis 107 5.0 0.3
14 Flslia baquacsofagios; diresiay Q39.0-Q39. 107 50 03

estenosis esfagica
15 Anemia D50-D64 92 4.3 03
16  Accidentes de trafico de vehiculo de

motor ZX85-Y09 84 4.0 0.2
17 Agresiones (homicidios) Y87.1 80 3.8 0.2
18 Epilepsia G40-G41 63 3.0 0.2
19 Asma J45-J46 51 24 0.1
20 Enfermedades inflamatorias del

corazén (exc. Fiebre reumatica) kiaa, a8, 48 23 01

Causas mal definidas R0O0-R93 521 245 1.5

Las demas 7,463 350.8 20.8

' Tasa por 100,000 nacimientos estimados de CONAPO
Las totales no incluyen defunciones de residentes en el extranjero
2 \02.v04 (.1,.9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (,3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3-.9), V28-V79 (.4-.9), VB0.3-VBO.5, VB1.1, VB2.1,
V83-V88 (.0-.3), VB7.0-VB7.8, V89.9, YB5.0
Fuente: INEGUSSA, Direccion General de Informacién y Evaluacién del Desempefio
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APENDICE D
DATOS ESTADISTICOS INEGI-SECRETARIA DE SALUD

PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD HOSPITALARIA, 2001

Z Criterio
No“:,“d;:“ Causas A’u::dn Defunciones Tasa %
Total 000 37,282 2,5008 100.0
1 Clertas afecciones originadas en el periodo
perinatal 163 6,892 4623 185
- Dificuttad respiratoria del recién nacido y otros
trastornos respiratorios originados en el periodo
perinatal 1631 2611 175.1 7.0
2 Enfermedades del corazén 097 3,077 206.4 83
- Enfermedades de la circulacién pulmonar y otras
enfermedades del corazén 097D 1238 83.0 33
3 Diabetes mellitus 061 2874 1928 77
4 Tumores malignos 048 2843 190.7 76
- Leucemias 0494 429 28.8 1.2
- Tumor maligno de la trdquea, de los bronquios y
del pulmén 0494 261 175 0.7
- Tumor maligno del cuello de! (tero 0490 226 15.2 06
5 Enfermedades del higado 125 2585 173.4 69
- Enfermedad aicohdlica del higado 125A 1,165 78.2 31
6 Enfermedades cerebrovascutares 098 1,955 1311 52
7 Malformaciones congénitas, deformidades y
anomalias cromosdmicas 165 1,657 1112 44
- Malformaciones congénitas del sistema
circulatorio 165D i3l 48.4 19
8 Accidentes 167 1,500 1006 4.0
- Accidentes de trdfico de vehiculos de motor 1678 515 346 14
9 Influenza y Neumonia 105 1,368 91.8 a7
10 Insuficiencia renal 139 1,015 68.1 27
11 Septicemia 015 942 63.2 25
12 Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia
humana (SIDA) 037 758 50.9 20
13
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 113 744 499 20
14
Desnutricidn y otras deficiencias nutricionales 066 421 282 1.1
15 Tuberculosis pulmonar 002 s 26.2 1.1
16 Sindrome de dependencia del aicohol 069 340 28 09
17 Enfermedades infecciosas intestinales 001 336 25 0.9
18 Embarazo, parto y puerperio 157 269 18.0 0.7
18 Agresiones (homicidio) 169 196 13.2 05
2 Pancreatitis aguda y otras enfermedades del
péncreas 127 177 1.9 05
Paro cardiaco 997 0 00 0.0
Sintomas, signos y hallazgos anormales clinicos y
de laboratorio no clasificados en otra parte 998 598 401 16
Las demés causas 999 6344 4256 17.0
Las causes que af indentad: ponden a desgloses de las 10 pri causas y no se acumulan
en el lolal del porcentaje - Tasa por 100,000 egresos
Fuente: INEGVSSA, D General d Informacion y Evaluacion del Desempers
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