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RESUMEN

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria que afecta tanto a animales como al
hombre y que es reconocida como una de las causas mas importantes de diarrea a nivel
mundial. Esta producida por especies del género Cryptosporidium, un protozoo
descubierto hace mas de cien afios que infecta las células intestinales y que se puede
transmitir tanto de persona a persona como de animal a persona y también mediante

ingestion de alimentos o agua contaminada.

La sintomatologia de la enfermedad incluye normalmente una diarrea acuosa
abundante y en ocasiones dolor abdominal, aunque es también frecuente que curse de
forma asintomatica, sobre todo en pacientes inmunocompetentes. A pesar de que
puede afectar a cualquier género, a cualquier edad y de no tener una zona endémica
concreta, es especialmente considerada de mayor riesgo en algunos grupos especificos
como son pacientes inmunocomprometidos y nifios, donde en algunos casos puede

llegar a ser mortal.

Por este motivo, en este trabajo se estudia la prevalencia de esta enfermedad en uno
de estos grupos, mas concretamente en nifios que acuden a guarderias donde la
transmisidn del parasito mediante la via fecal-oral es de gran importancia. Para llevarlo
a cabo se tomaron muestras fecales de cada uno de los nifios y se analizaron en el
laboratorio. El nUmero de muestras fue de 112, para su analisis se utilizé el método de
tincion de Ziehl-Neelsen modificado o Kinyoun y posteriormente se observaron al
microscopio para evaluar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp en cada una

de las muestras tomadas.
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INTRODUCCION

La criptosporidiosis es una enfermedad causada por Cryptosporidium sp, parasito que
fue descrito por primera vez en 1907 cuando Tyzzer descubrid la infestacion en el tracto
digestivo de un ratdén que causaba una importante diarrea (Navarro-i-Martinez y cols.,
2011)(Guerrant y cols., 2016), siendo mas tarde en el afio 1971 cuando se describe por
primera vez la infestacion en ganado bovino joven presentando como sintoma una
diarrea intensa y crénica, la cual se asocié a la presencia de Cryptosporidium sp, en

concreto Cryptosporidium parvum (Ortega-Pierres y cols., 2009).

A partir de este momento se empieza a reconocer la importancia de esta enfermedad
en el ambito animal afectando tanto a este tipo de ganado como a pollos, ratas y
ratones, perros, gatos, cerdos y monos (Cobo, 2006), estableciéndose entonces la

criptosporidiosis en aquella época como una zoonosis de gran importancia.

Tuvieron que pasar afios hasta que en 1976 aparecieran los primeros casos de infecciéon
en humanos, concretamente dos casos: el primero, el de un nifio de tres afnos que
presentaba enterocolitis y al que se le realizé una biopsia rectal detectandose la
presencia de Cryptosporidium sp (Nimey cols., 1976); y el segundo, el de un paciente de
treinta y nueve afios con diarrea intensa al que también se le detect6 la presencia de
este parasito (Meisel y cols., 1976). Mas tarde en el afio 1982 aparece el primer caso de
infeccion en humanos VIH positivo reconociéndose entonces como un parasito
oportunista y elevando la tasa de mortalidad de este tipo de pacientes

inmunodeprimidos (Navarro-i-Martinez y cols., 2011).

Uno de los episodios mas significativos asociado a esta enfermedad fue la epidemia
ocurrida en Milwaukee en 1993 que afectd a mas de cuatrocientas mil personas que
acusaban diarrea intensa y otros sintomas que duraron al menos nueve dias (Kothavade,
2011), y que fue debida a la ingesta de agua contaminada, descubriéndose entonces la
resistencia de este parasito al tratamiento con cloro que se le habia aplicado a este agua

(Mac Kenzie y cols., 1994).



EL PARASITO

Cryptosporidium sp es un género perteneciente al phylum Apicomplexa, clase
Esporozoea, orden Eucoccidiida, suborden Eimeriina y familia Cryptospordidiidae.
Dentro de este género existen numerosas especies, en concreto se han descrito
veinticinco de las cuales dos de ellas, C. parvum y C. hominis, afectan al ser humano y
también otras especies como C. muris y C. meleagridis que afectan a mamiferos y aves

respectivamente.

Cryptosporidium parvum es la especie responsable de la criptosporidiosis en humanos,
animales domésticos, y de granja, de ahi la importancia de su estudio. La forma de
infeccion se produce mediante la ingestion de ooquistes por parte del hospedador. Esta
enfermedad se puede transmitir de animal a persona, de persona a persona o mediante
la ingestion de alimentos o agua contaminada (Cobo, 2006), siendo esta ultima una de
las causas mas frecuentes reportando un total de 165 epidemias de origen hidrico

(Becerril, 2014).

CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de este parasito (llustracion 1) se produce por completo en un solo
hospedador y da comienzo una vez que se ingieren ooquistes esporulados, los cuales

llegan al intestino delgado y da comienzo el ciclo.
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ILUSTRACION 1. CICLO BIOLOGICO CRYPTOSPORIDIUM SP.(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC), 2016)
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o Desenquistamiento

Consiste en la rotura de la pared que envolvia a los ooquistes, liberando de esta manera
a los cuatro esporozoitos que se encuentran en el interior (Guerrant y cols., 2016). Este
desenquistamiento puede estar desencadenado por diferentes factores como la
exposicidn a agentes reductores y enzimas digestivas una vez que ha llegado al intestino
delgado, lo cual causa variaciones de pH y temperatura que podrian favorecer este
proceso, aunque de igual manera se podria dar de forma espontanea (Caccio, Widmer,

2014)(Cobo, 2006).

. Invasion y ataque

Una vez que los esporozoitos son liberados se produce el siguiente paso en el ciclo, el
cual consiste en la invasion de las células epiteliales del intestino. Los esporozoitos
tienen una morfologia especifica, poseen un complejo apical que es un organulo de
penetracion celular gracias al cual se lleva a cabo la invasion de la célula epitelial del
hospedador. El esporozoito queda envuelto en una vacuola parasitofora que se
encuentra al borde del cepillo pero debajo de la membrana de la célula epitelial, de
forma que la ubicacidon de Cryptosporidium sp es intracelular y extracitoplasmatica

(Fayer, Xiao, 2007)(Cobo, 2006).

A medida que el proceso avanza, el esporozoito pasa a tomar una forma mas esférica 'y

se le da el nombre de trofozoito (Becerril, 2014).

o Reproduccion asexual (merogonia):

Consiste en la division nuclear del trofozoito dando lugar a una célula llamada meronte
tipo | que puede contener seis u ocho nucleos que daran lugar a merozoitos,
estructuralmente parecidos a los esporozoitos. Estos merozoitos maduros salen del
meronte y pueden volver a infectar células epiteliales y volver a empezar un ciclo asexual
o también pueden ocurrir dos divisiones nucleares y convertirse en merontes tipo Il, los

cuales daran cuatro merozoitos (Becerril, 2014).



o Reproduccion sexual

Una vez los merozoitos de segunda generacion son liberados al lumen del intestino y
vuelven a infectar las células epiteliales, comienza la reproduccion sexual donde se
diferencia entre gameto femenino (macrogameto) y gameto masculino
(microgamento), siendo dentro de este ultimo donde se producen varias divisiones
dando lugar a los microgametocitos que viajan hasta el macrogameto, lo invaden y se

produce la fecundacién dando lugar al cigoto (Guerrant y cols., 2016)(Becerril, 2014)

o Esporogonia

Este cigoto que se ha formado puede desarrollarse de dos maneras diferentes. Por un
lado se puede producir un ooquiste esporulado, con una pared gruesa y diferenciada y
gue contiene cuatro esporozoitos. Este ooquiste sale del organismo del hospedador por
las heces, convirtiéndose en la forma infectante (Guerrant y cols., 2016). Estos ooquistes
gue salen al exterior pueden sobrevivir por meses fuera del organismo hasta que se
vuelva a producir otra infeccién, todo ello gracias a esa pared que los protege (Gomez,

2010).

Por otro lado se puede producir un ooquiste inmaduro con una pared mucho mas débil
qgue la del ooquiste anteriormente mencionado y que es causante de la autoinfeccién
del hospedador (Pérez, 2006). Este aspecto es muy importante dentro del ciclo ya que
es una de las causas mas importantes por las que se puede producir la enfermedad de

forma intensa e imparable, sobre todo en personas inmunodeprimidas.

MORFOLOGIA DE LA FORMA INFECTANTE

Como ya hemos sefialado anteriormente, el ooquiste esporulado es la forma infectante
tanto de seres humanos como de animales y es por eso por lo que es importante conocer

su morfologia, sobre todo a la hora de la identificacion del parasito.

El ooquiste de Cryptosporidium parvum mide entre 4,5-5,5 um, se caracteriza por ser

esférico y por tener una pared gruesa, aunque la capa mas superficial de esta pueda ser



algo irregular (llustraciones 2 y 3). También se pueden observar en su interior los cuatro

esporozoitos moviles en forma de banana (Gémez, 2010) (Fayer, Xiao, 2007).

ILUSTRACION 2 Y 3. OOQUISTES DE CRYPTOSPORIUM PARVUM AL MICROSCOPIO TENIDOS MEDIANTE
METODO DE TINCION KINYOUN(BECERRIL, 2014)

Es importante saber las caracteristicas principales de esta forma de infecciéon (Tabla 1),
como el tamaino que presentan los ooquistes, el sitio de infecciéon y los posibles
hospedadores. De esta manera se puede diferenciar de mejor forma las distintas

especies de Cryptosporidium sp.

TAMARNO OOQUISTES

ESPECIE (um) SITIO DE INFECCION HOSPEDADOR
C. parvum 4,5x5,5 Intestino delgado Mamiferos
C. hominis 4,5x5,5 Intestino delgado Humanos
C. muris 56x7,4 Estdmago Mamiferos
C. bailey 4,6 x6,2 Trfi?ol:i?:?c’),z(lj(:ai:e Gallindceas
C. meleagridis 4,5-4,0 x 4,6-5,2 Intestino Pavos
C. suis 5,05 x 4,41 Intestino delgado Cerdos
C. andersoni 55x7,4 Estdmago Bovinos y camellos

TABLA 1. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE DIFERENTES ESPECIES DE CRYPTOSPORIDIUM SP (GOMEZ,
2010)



EPIDEMIOLOGIA

No fue hasta el afio 2004 cuando la Organizacion Mundial de la Salud reconocid la
importancia y el impacto que causaban las infecciones parasitarias como la que estamos
tratando en este trabajo (Becerril, 2014), y por ello mas tarde fue incluida como

enfermedad de declaracidon obligatoria.

La criptosporidiosis es una enfermedad que afecta a todo tipo de personas pero, existen
determinados grupos de riesgo como los nifios y las personas inmunodeprimidas. En
algunos casos puede ser asintomatica, normalmente en inmunocompetentes, pero en
la mayoria presenta una diarrea abundante y crénica. La diarrea causa entre 5-10
millones de muertes al afo a nivel mundial, siendo la criptosporidiosis una de las causas
mayoritarias, afectando globalmente a la poblacion y convirtiéndose Cryptosporidium

sp en un parasito emergente (Fayer, Xiao, 2007).

Aunque, como ya hemos senalado, no afecta de forma exclusiva a ningln grupo
especifico de personas, si que se ha demostrado una mayor prevalencia en pacientes
VIH positivos encontrandose la presencia del parasito en el 11-21% de los casos
(Rodriguez, Royo, 2001), y en niflos menores de cinco afios dandose un promedio de 3%

contra 0,8% con respecto a adultos (Becerril, 2014) (Gallego, 2003).

En cuanto a como afecta la zona geografica, este parasitismo se da de forma global
aungue hay una mayor prevalencia en paises subdesarrollados con problemas de
infraestructura en las canalizaciones de agua (medio de transmision muy importante), o
que tienen un contacto muy estrecho con animales que podrian servir como reservorios
de la enfermedad. Estas caracteristicas se ven reflejadas en el niumero de casos datados
de habitantes donde se encontrdé Cryptosporidium sp en heces como en el 5% que se

reporta en Asia y en el 10% en Africa (Rodriguez, Royo, 2001).

En Europa, en el afio 2012, se reportaron 9.591 casos de los cuales 9.577 fueron
confirmados, dandose un incremento con respecto al afio 2011 (Tabla 2) (European

Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2014).
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TABLA 2. N2 CASOS REPORTADOS EN EUROPA DESDE EL ANO 2008 HASTA 2012 (ECDC, 2014) .

Uno de los grupos de riesgo seifalado anteriormente son los nifios. La prevalencia mayor

en este grupo se puede comprobar al ver un estudio con datos que fueron recogidos de

veinte paises europeos donde se reportaron un mayor nimero de casos y que, al

observar la comparacién entre los distintos grupos de edades y géneros, se puede ver

como hay mayor prevalencia en unos que en otros (Tabla 3) (ECDC, 2014).
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TABLA 3. RATIOS DE CASOS DE CRIPTOSPORIDIOSIS POR GENERO Y EDAD EN 2012(ECDC, 2014).

Se puede apreciar como hay un mayor nimero de casos en pacientes menores de 4

afios y, dentro de este grupo, se datan mas en nifios que en nifias (Pérez,

2006)(Rodriguez, Royo, 2001), de forma contraria a los rangos de edad a partir de 15

afios donde esto cambia dandose una mayoria en mujeres.
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La infeccidn puede transmitirse de animal a persona, de persona a persona o a través
de agua o alimentos que estén contaminados. Estd documentada la presencia de este
parasito en varias especies de bivalvos donde se pudo constatar que el 53% de las
muestras de moluscos examinadas contenia ooquistes viables de Cryptosporidium sp
(Navarro-i-Martinez y cols., 2011). Tanto C. hominis como C. parvum afectan al hombre
aungue este ultimo también puede infectar a mamiferos, especialmente a animales
recién nacidos y es la especie de Cryptosporidium sp mas implicada en los casos

reportados en Europa (Garcia y cols., 2004).

Como ya hemos sefialado, el agua es una de las mayores vias de transmision, los grandes
brotes se han asociado al consumo de agua contaminada ya sea bebida o por contacto
con aguas de recreo. Debido a que esta enfermedad se puede transmitir a través del
agua, hay que tener en cuenta otros factores que favorecen la transmision de este
parasitismo. Uno de ellos es el medioambiental, ya que es importante conocer el origen
del agua o si son aguas residuales que puedan estar contaminadas con excrementos de
animales, lo cual significaria que tendria una mayor concentracion de ooquistes

favoreciendo asi la diseminacién de la enfermedad (Garcia y cols., 2004).

También supone un factor importante el climatico, ya que se asocian las temperaturas
bajas a una mayor concentracién de ooquistes. Por esta razén, se observa una mayor
incidencia durante el otofio y el invierno con respecto a la primavera y el verano (Clavel

y cols., 1996).

SITUACION EPIDEMIOLOGICA EN ESPANA

En uno de los primeros estudios realizados sobre la prevalencia de parasitos intestinales
en poblacidn infantil que asistia a guarderias de Canarias, ya se demostraba la presencia
de Cryptosporidium sp y se relacionaba de manera significativa la presencia del parasito

con sintomas diarreicos (Batista y cols., 1992).

El primer caso de contaminacion ambiental por Cryptosporidium sp fue reportado en

1994 en Salamanca donde se encontraron ooquistes de este parasito en agua de

10



consumo Yy en plantas potabilizadoras, ya conociendo la resistencia de este parasito al

tratamiento al que se someten este tipo de aguas (Navarro-i-Martinez y cols., 2011).

A partir de este momento se reportan al Sistema de Informacidén Microbioldgica (SIM),
gue cuenta solo con los casos reportados por aproximadamente un 25% de la poblacidn,
un total de 823 casos desde el afio 1995 hasta el 2003, lo que supone una media anual

de 103 casos (Red Nacional de Vigilancia epidemiolégica, 2003).

Se han estudiado casos en diferentes regiones del pais al igual que en diferentes grupos
de edad encontrandose un mayor numero de casos en nifios, al igual que se da a nivel
mundial. Algunos de estos estudios son, el realizado en Zaragoza a nifios de hasta 14
afios donde se observd una mayor prevalencia en aquellos que eran menores de 3 afios
(Clavel y cols., 1996) o en Salamanca donde también se observaron unos resultados

parecidos a los sefalados anteriormente (Garcia-Rodriguez y cols., 1989)

A partir del afio 2009, la enfermedad se debe declarar de forma obligatoria, por ello se
observan un mayor numero de casos reportados con respecto a los afios anteriores. Los
datos mas recientes datan del afno 2014 donde se dieron un total de 264 infecciones,
aumentando con respecto al afio anterior (Tabla 4) (Red Nacional de Vigilancia

epidemioldgica, 2015).
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TABLA 4. CASOS DE CRIPTOSPORIDIOSIS REPORTADOS EN ESPANA 2008-2014 (ECDC, 2014)(RED
NACIONAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2015)
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Ademas de todos estos casos producidos de forma esporadica, en Espafia también se
han reportado 11 brotes desde el afio 1995 hasta 2007 (Navarro-i-Martinez y cols.,
2011). Estos se han dado en diferentes ambitos mayoritariamente en colegios y hoteles,
siendo la contaminacién por agua la causa mas frecuente (Tabla 5) y demostrandose

gue esta es la via de transmisién mas importante de este parasitismo.

. Mes primeros
Ao | CC.AA. | Ambito | Expuestos | Casos =~ sintomas | Vehiculo Fuente Observaciones
1997 | Andalucia | Colegio 200 66 | Octubre Agua | Red suministro aguas | Averia/obras
1998 | Madrid Colegio 519 62 Abril Agua Contaminacion instalacion
1998* | Andalucia | Hotel 2.500 3 Julio Turistas
1999 | Madrid Colegio 138 ¥ | Octubre |
2000 | Aragon Poblacional 750 Engro Agua Red suministro aguas | Contaminacion por aguas superficiales agricolas
2000 | Aragon | Poblacional 100 | Mayo Agua | Red suministro aguas | Insuficiente tratamiento agua
2000 | Baleares | Hotel 25 Mayo Agua Piscina Turistas
2000 | Cataluia | Colegio 45 13 Octubre
2001 | Madrid | Picnic 80 5 Julio Agua Pozo Agua no tratada, explotacion ganadera
2003* | Baleares | Hotel 2.000 391 Julio Agua Piscina Turistas
2003* | Baleares | Hotel 4 Julio Turistas

TABLA 5. BROTES DE CRIPTOSPORIDIOSIS EN ESPANA DESDE 1995 HASTA 2003(RED NACIONAL DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2003).

Entre los mas significativos destacan uno de los primeros reportados que data del afo
1998, donde se dio un caso en Guadarrama en el cual se confirmaron 21 casos de
criptosporidiosis, mayoritariamente en nifos (Rodriguez-Salinas y cols., 2000); también
en nifios, aunque en este caso centralizado en una guarderia, se dio otro caso en
Zaragoza esta vez causado por una contaminacion al aparecer por el cambio de panales
(Ortega y cols., 2006), hipotesis derivada de la observacidén de que a todos los nifios se

le cambiaba el pafial en la misma sala lo que podria haber causado el origen del brote.

Sin embargo, el brote mas significativo se reporta del afio 2003 en Mallorca donde se
vieron afectadas numerosas personas extranjeras de las cuales se confirmaron 392
casos (Galmes y cols., 2003) y siendo la causa de este hecho la posible contaminacién

del agua de la piscina del hotel.
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MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Como ya hemos sefialado, la criptosporidiosis en humanos es causada por la infeccién
de Cryptosporidium sp, la mayor parte por C. hominis y C. parvum, aungue también hay

otras especies que pueden causarla en menor medida (Llorente y cols., 2007).

Para que se inicie un proceso infeccioso se requieren unos 100-130 ooquistes
esporulados del parasito y siendo el periodo de incubacién de unos 5-14 dias (Becerril,
2014). El sintoma mas caracteristico es una diarrea bastante liquida que aparece de
forma cronica pudiendo llegar a durar entre 2-26 dias o incluso en casos aislados 90 dias
(Rodriguez & Royo, 2001), y que esta causada por la alteracién de las vellosidades del

intestino donde reside el parasito durante su ciclo vital.

Esta alteracidn a nivel de los enterocitos provoca atrofia celular e infiltrado inflamatorio
gue desencadena la liberacién de citocinas (Becerril, 2014) potenciando la secrecién de
aguay generando la diarrea acuosa caracteristica de la enfermedad, que también puede
venir dada por una alteracién en la digestién o un desarrollo bacteriano excesivo
(Cobo, 2006). A parte de esta diarrea, algunos pacientes también pueden presentar
otros sintomas estudiados como dolor abdominal en un 60%-90% de los casos, fiebre
normalmente leve por debajo de los 39° y nauseas en un 35% de los pacientes (Caccio,
Widmer, 2014). Todos estos sintomas pueden presentarse en cualquier paciente
aungue cabe destacar que la enfermedad también puede ser asintomatica y no

presentar ninguna sefial que nos indique su desarrollo.

Por otro lado, se tiene especial cuidado en aquellos grupos de personas que pueden ser

mas susceptibles a contraer la infeccion como nifios e inmunodeprimidos.

ENFERMEDAD EN INMUNODEPRIMIDOS

A diferencia de lo que suele ocurrir en pacientes inmunocompetentes, refiriéndonos a
qgue la enfermedad normalmente es auto limitada y sin mayores complicaciones, en

aquellas personas que tienen problemas inmunoldgicos la patologia se presenta de una

13



forma mas severa no solo afectando al tracto gastrointestinal sino diseminandose a

otras partes del organismo.

La inmunosupresidn de este tipo de pacientes, normalmente VIH positivos, queda
patente cuando presentan unos niveles de linfocitos CD4 < 200 cél/mm?> (Caccid,
Widmer, 2014). En estos casos la enfermedad se desarrolla de forma mas persistente,
donde ademds de presentar los sintomas tipicos anteriormente descritos de forma mas
duradera y agresiva, también puede implicar la aparicion de nuevas patologias. La causa
de todo ello viene dada por la auto infestacion del paciente ya que, al presentar un
numero tan bajo de linfocitos, los ooquistes de pared mas delgada que resultan del ciclo
de vida del parasito pueden volver a actuar invadiendo los enterocitos del intestino,

volviendo a empezar el ciclo.

Entre las afecciones que pueden aparecer en este tipo de pacientes podemos encontrar
la diarrea caracteristica de este parasitismo pero de una manera mas intensa llegando a
eliminar mas de 10 litros de heces liquidas al dia causando tener que llevar a cabo una
rehidratacion del paciente (Becerril, 2014), también puede aparecer sangre y moco en
las heces, problemas nutricionales, dolor abdominal bastante intenso y pérdida de peso

notoria (Cobo, 2006).

Por otro lado, también estos pacientes pueden presentar sintomas relacionados con
afecciones en el tracto biliar como vomitos, ictericia y en algunos casos fiebre. En un
estudio realizado en Espana a 43 pacientes VIH positivos, 8 de ellos presentaban
colangitis esclerosante y colecistitis (Lopez-Vélez y cols., 1995). También puede
presentarse infeccion en los conductos pancredticos lo que provoca pancreatitis

(Becerril, 2014).

Por ultimo, en algunos casos se han presentado problemas pulmonares en ciertos
pacientes manifestando tos, ronquera, disnea y sibilancias entre otros. Esta posible
afectacién puede deberse al aspirado de los microorganismos, o por la presencia de
otros agentes infectantes (Cobo, 2006). En el estudio anteriormente mencionado
(Lépez-Vélez y cols., 1995) en 7 de los 43 pacientes que presentaban también diarrea,
se encontrd Cryptosporidium sp en el analisis del esputo, aunque no todos ellos

presentaban sintomas de afeccion respiratoria.
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ENFERMEDAD EN NINOS

Es otro de los grupos mas predispuestos a desarrollar la enfermedad de una forma mas
significativa. Estda comprobado en numerosos estudios que los pacientes menores de 5
afios tienen una mayor prevalencia en cuanto a la criptosporidiosis se refiere (Bennett

y cols., 2014).

Los sintomas que presentan son los que se dan normalmente. La diarrea sigue siendo el
principal aunque se han notado algunas diferencias dependiendo de la especie que
provoca la infeccion, siendo C. hominis la que provoca diarrea acompafiada de vémitos,
malestar y una alta excrecion de ooquistes por las heces, mientras que C. parvum solo
provoca diarrea y por lo tanto una infeccién mas leve (Gémez, 2010)(Caccio, Widmer,
2014). No siempre tienen por que darse diferencias sintomaticas aparentes relacionadas
con la especie que provocé la infeccion, en un estudio realizado en Espafia a nifios
menores de 7 afios que presentaban todos ellos diarrea y malestar, se tomaron 400
muestras resultando 62 de ellas positivas y dentro de esas C. parvum estaba en la mitad
ellas (50%) y siendo mas prevalente en nifios que en nifias (Martin-Ampudia y cols.,

2012).

Ademas de estos sintomas también se ha detectado una disminucidn del peso en nifios.
En un estudio a nifios peruanos se muestra una pérdida de peso durante el primer mes
después de la infeccion (Gémez, 2010)(Huang y cols., 2004), lo que nos lleva a pensar
gue puede provocar malnutricion en algunos casos, y sumado a todos los sintomas

anteriormente descritos, hacen que la enfermedad pueda llegar a ser fatal.

También es comun que se den casos en los que los nifos presenten otro tipo de
patologias como sarampioén o rubeola (Becerril, 2014) y eso provoque un estado
inmunolégico deficiente y se produzca la auto infestacion de Cryptosporidium sp
agravando y alargando aun mas la enfermedad y suponiendo un peligro grave para la

salud del paciente.
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DIAGNOSTICO

A cualquier paciente que presente los sintomas diarreicos y de malestar persistente
durante un tiempo considerado, se le deberia realizar un estudio especifico para valorar
la presencia del parasito ya que es una enfermedad emergente, cada vez aparece con

mas frecuencia y es peligrosa en determinados casos.

El diagndstico de Cryptosporidium sp se puede realizar por diferentes métodos, entre

los mas usados se encuentran los descritos a continuacion:

. Método de tincion Ziehl-Neelsen modificado o Kinyoun

Este método de tincion diferencial fue descubierto en 1981 (Henriksen, Pohlenz, 1981)
y desde entonces es uno de los mas utilizados, sobre todo en laboratorios clinicos donde

se necesita un método rapido de diferenciacion.

El estudio se realiza sobre muestras de heces conservadas. Se utiliza un colorante
especifico de Kinyoun y azul de metileno. Al realizar la tincién los ooquistes de
Cryptosporidium sp deberan observarse al microscopio apareciendo de un color rosa
intenso en contraste con el resto de la muestra, que aparece de color azul o violeta
azulado. Este método aunque es barato y rapido, tiene varias desventajas como el hecho
de ser bastante laborioso y de menor sensibilidad que otros métodos.(Omoruyi vy cols.,

2014) (Valenzuela y cols., 2014).

° ELISA

La deteccion del antigeno empleando anticuerpos monoclonales, presenta una mayor
sensibilidad y mayor especificidad que el método en microscopio anteriormente
explicado (Elgun, Koltas, 2011). Por otro lado, presenta una desventaja llamativa ya que
a través de este método no podemos saber el estado en el que se encuentra la
enfermedad, es decir, si esta activa, pasiva o si es de una infeccidén anterior (Omoruyiy

cols., 2014).
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* PCR

Este método de amplificacidon utiliza cebadores especificos para Cryptosporidium sp, lo
gue lo convierte en otro de los métodos mas sensitivos y especificos (Rodriguez, Royo,

2001).

Se utiliza en muchos casos como método para detectar y diferenciar especies de
Cryptosporidium sp una vez que ya se ha confirmado la presencia del parasito en una

muestra pero no ha sido posible la identificacion de la especie.

METODO  SENSIBILIDAD* VENTAJAS DESVENTAIJAS
Facil uso y econdmico No especifico
TINCION Z-N Baja P'odem'o,s detelctar.5| la No podgmos |dent|f|F?r la
infeccion esta activa especie con precisién

Identificacion de otro tipo de

parasitos
o - No distincion entre infeccidn
ELISA Alta Especifica y rdpida . .
activa o pasiva
PCR Alta Deteccidn elspeciﬂca del Equipamiento caro y proceso
parasito largo

No distincidon entre infeccion

Muy especifica y rapida
yesp yrap activa o pasiva

*Sensibilidad basada en varios estudios comparativos de diferentes técnicas de diagndstico (Sunnotel
y cols., 2006) (Omoruyi y cols., 2014).

TABLA 6. COMPARATIVA ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE DIAGNOSTICO(SUNNOTEL Y COLS., 2006)

TRATAMIENTO

La enfermedad puede cursar de diferentes modos, como ya hemos explicado. Puede ser
asintomatica, aparecer solo sintomas de diarrea y malestar o puede ser mas grave en
ciertos casos concretos. Es por todo eso por lo que no siempre se requiere de un
tratamiento, y que, cuando se requiere, difiere dependiendo del estado inmunolégico
en el que se encuentre el paciente. En algunos casos en inmunocompetentes, tanto
adultos como nifnos, si la diarrea es algo mas intensa pero no presenta ningun otro

sintoma grave, bastaria solo con rehidratacion y reposicién de electrolitos.
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Por el contrario, en el caso de pacientes con una sintomatologia mas grave o en
inmunodeficientes, si se requiere la administracion de un tratamiento farmacologico

(Becerril, 2014).

En este aspecto, hay una gran dificultad a la hora de encontrar farmacos eficaces frente
a Cryptosporidium sp debido a que la vacuola parasitéfora que lo engloba durante las
primeras etapas de su ciclo de vida, lo protege frente a la accion de antibidticos y
antiparasitarios (Gémez, 2010)(Becerril, 2014). Se han realizado estudios de diversas
sustancias para comprobar su actividad contra el parasito, pero bien es cierto que no se

ha comprobado una eficacia significativamente alta en ninguno de ellos.

La nitazoxanida es la sustancia mas eficaz de todas las probadas. Se han realizado
estudios en todo tipo de pacientes, en los primeros de ellos si se veia un efecto reductor
en cuanto a la duracion de la diarrea y la expulsion de ooquistes con respecto a los
pacientes que se trataban con placebo (Abubakary cols., 2008), incluso en algunos casos
remitieron los sintomas en su totalidad. La accion de este farmaco consiste en la
inhibicion de la piruvato sintasa, la cual interviene en el metabolismo anaerobio.
También se ha demostrado la actividad del farmaco disminuyendo el crecimiento de los
trofozoitos y que, actuando en combinacidn con otras sustancias como la azitromicina,
aumenta aun mas su accion con respecto a cuando se usa de forma aislada (Fox,

Saravolatz, 2005).

Por otro lado, en estudios mas recientes en pacientes VIH positivos no se ha observado
esa reduccidn sintomatoldgica, por lo que aln se necesita estudiar en mayor

profundidad la efectividad del antiparasitario en este tipo de pacientes (Gomez, 2010).

La posologia varia en relacion a la edad del paciente (Tabla 7).

EDAD DOSIS DURACION DEL TRATAMIENTO
12-47 meses 100mg/12h 3 dias
4-11 afios 200mg/12h 3 dias
<11 afios 500mg/12h 3 dias

TABLA 7. POSOLOGIA TRATAMIENTO CON NITAZOXADINA, SEGUN LA EDAD DEL PACIENTE(FOX,
SARAVOLATZ, 2005)
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Otra de las sustancias bajo estudio es la paromomicina, que ha demostrado su
efectividad frente a las afecciones intestinales. Actla sobre los ribosomas del parasito
deteniendo la sintesis de proteinas. La dosis normal es de 500mg/6 horas durante 14
dias, y en pacientes con afeccidon mas severa se utiliza en combinacion con azitromicina

(600 mg) durante 28 dias (Rodriguez, Royo, 2001).

Cabe sefialar que la paromomicina puede presentar incompatibilidad con otros
farmacos por lo que tiene que ser un tratamiento cuidadoso y controlado (Rodriguez,

2013).

PREVENCION

Para establecer algunas opciones de prevencion y control hay que tener en cuenta
ciertos aspectos como la resistencia de los ooquistes en el medio y la baja concentracién

de ooquistes que se necesita para que la infeccion se lleve a cabo (Gédmez, 2010).

Algunas de las medidas importantes a tener en cuenta (Cobo, 2006)(Becerril, 2014)

(Garcia y cols., 2004) :

- Al ser una enfermedad de transmision fecal-oral hay que ser cuidadoso con la
higiene personal, evitar la contaminacion con heces tanto humanas como de animales

gue pueden ser portadores de la enfermedad.

- Hervir el agua durante al menos un minuto antes de consumir y almacenarla en
recipientes limpios. Sobre todo si se va tomar cualquier vegetal o moluscos, hervirlo

antes en agua.

- Especial cuidado en guarderias donde se puede producir contaminacién por el
pafal o en sitios donde se trabaje con animales, deben de llevar un riguroso control de

la higiene.

- Educacion social sobre la importancia de la enfermedad y de las posibles vias de
transmisidn. Es necesario potenciar la vigilancia de este patdégeno impulsando tanto su
declaracion a través del Sistema de Informacion Microbioldgica como su busqueda en

brotes de etiologia desconocida compatibles con criptosporidiosis (Garcia y cols., 2004).
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- Utilizar filtros en los grifos caseros. Importante cambiarlos periédicamente.

- Beber agua embotellada que haya sido tratada anteriormente para eliminar los

ooquistes.

El agua es uno de los medios de diseminacion mas importantes, por ello se han
estudiado varias intervenciones para reducir la concentracion de ooquistes y también

distintos métodos de deteccion de los mismos (Garcia y cols., 2004).

En Espafia no hay una legislacién que contemple este aspecto, no hay ninguna normativa
establecida sobre los niveles de concentracion tolerables para este parasito en agua
para consumo humano. De hecho en el afo 2010 se realizé un estudio en Galicia donde
se analizaron diferentes muestras de agua en las cuales se detectd la presencia de

Cryptosporidium sp (Castro-Hermida y cols., 2010).

Entre las posibles intervenciones que se pueden realizar se encuentra el tratamiento de
agua con cloro (cloracion), el mas utilizado en Espafia pero que se ha demostrado que
no es eficaz frente a los ooquistes de Cryptosporidium sp (Garcia y cols., 2004). Otras
posibilidades que se han visto que reducen de manera moderada los casos de diarrea
provocada por el consumo de agua contaminada, son los sistemas de filtracion o la
desinfeccidon solar del agua (Clasen y cols., 2008). La filtraciéon elimina las particulas
suspendidas en el agua, esta se mezcla con coagulantes que favorezcan la
sedimentacion y faciliten la filtracion de manera que se eliminen mas particulas y
protozoos. También es Util la smosis inversa para la eliminacion de ooquistes (Garcia y

cols., 2004).

Por ultimo, otro método que se puede usar es la desinfeccion solar del agua mediante
la radiacion UV. Es util para el agua de bebida, es un método rapido y no deja residuos

(Garcia y cols., 2004).
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OBIJETIVOS

- Estudio de la prevalencia de Cryptosporidium sp en nifios menores de 5 anos.

- Ejercicio en el laboratorio sobre el proceso de deteccidon de Cryptosporidium sp

en distintas muestras de heces.

- Estudio piloto sobre uno de los grupos de riesgo de este parasitismo, nifios que

acuden a guarderias.

El hecho de que sea una enfermedad emergente y que puede causar sintomas severos
hace que sea importante llevar un seguimiento regular, sobre todo en zonas geograficas

o sitios especificos donde puede haber un mayor nimero de casos.

Las guarderias suponen un foco de infeccidn bastante importante ya que hay un gran
numero de nifios y cuidadoras en constante contacto y al ser una enfermedad de
transmision fecal-oral hay que tener especial cuidado en este tipo circunstancias donde

la higiene va a tener un papel bastante importante.

METODOLOGIA

Al ser los ninos uno de los grupos de riesgo de esta enfermedad, para llevar a cabo este
estudio se realizé una recogida de muestras en diferentes guarderias de Sevilla, con
previa autorizacion tanto de los progenitores como de las guarderias, obteniéndose en
total 112 de ellas con una fecha de recogida que comprende desde Febrero hasta Mayo
de 2015. Los unicos datos proporcionados para el analisis fueron los nombres de los
sujetos a estudio, la edad, el género y la guarderia a la que pertenecian. En ningun caso
se especifica si el nifio/a presenta algun tipo de sintoma o ha estado expuesto a algun

factor fuera de lo normal.

El rango de edad de los nifos fue desde 6 meses hasta 5 afios de edad y ninguno de ellos

presentd algun signo especifico que hiciera indicar la presencia de Cryptosporidium sp.

21



Para la recogida de muestras se distribuyeron en las guarderias que participaron en el
estudio el envase adecuado para la toma de muestras de heces de cada nifio, con su
correspondiente etiqueta para identificar a cada uno de ellos y especificar algunos datos
relevantes para el analisis de datos posterior. En cada envase repartido se incluyeron
unos mililitros de SAF (acetato de sodio, acido acético y formol) para la correcta
conservaciéon de las muestras que después se almacenaron en el laboratorio a

temperatura ambiente.

Dos de ellas quedaron descartadas del estudio ya que, aunque se especificaron los datos
de los nifos, las muestras de heces no fueron remitidas y otras dos muestras mas se
descartaron por la no obtencidn de la autorizacién por parte de la guarderia, por lo que

al final se obtuvieron los datos de 108 muestras.

Se utilizé el método de tincidén de Kinyoun y se realizaron los andlisis en baterias de
nueve muestras, utilizando en cada una de las veces un control para comprobar que el

proceso de la tincion habia sido correcto y exitoso.

Para la realizacién de la tincion se tomé una gota de muestra extendiéndola sobre el
portaobjetos y dejandola secar a temperatura ambiente. Posteriormente, una vez seca
por completo, se llevé a cabo la tincion utilizando en primer lugar metanol durante 1
minuto para fijar la muestra. A continuacién se utiliza el colorante de Kinyoun vy se tifie
durante 5 minutos para después lavar la muestra con alcohol al 50% durante 3-5
segundos y lavar con agua abundante. El siguiente paso utilizado fue la adicién del 4cido
sulfurico que se deja actuar alrededor de dos minutos, para después contra colorear
usando azul de metileno durante un minuto. Una vez pasado este tiempo se lava la

muestra completamente con agua y se deja secar a temperatura ambiente.

Cuando el proceso de tincidn estuvo finalizado se procedié a la observacion de las
muestras al microscopio, realizando un barrido en cada una de ellas con el objetivo de
10x, después con el de 40x y en algunas ocasiones utilizando también el de 100x para la

confirmacién de algunas de las muestras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

De las 108 muestras remitidas al Departamento de Parasitologia de la facultad y que
fueron analizadas, 67 de ellas pertenecian a nifios (62,04%) y 41 de ellas a ninas

(37,96%), todos ellos por debajo de los 5 afios.

En total se observé la presencia de Cryptosporidium sp en 22 de las muestras (20,37%)
observadas al microscopio y resultaron negativas 86 de ellas (79,63%) encontrando
diferencias dependiendo del género, ya que se observa una prevalencia mucho mayor
en nifios que en nifias (Tabla 8 y Tabla 9). Las muestras que resultaron positivas en nifios

fueron 19 (17,6%) y en nifias solo 3 (2,8%).

NINOS NINAS TOTAL
NEGATIVO 48 38 86
POSITIVO 19 3 22
TOTAL 67 41

TABLA 8. RESULTADOS DE LA DETECCION DE CRYPTOSPORIDIUM SP MEDIANTE TINCION DE KINYOUN.
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TABLA 9. GRAFICA CORRESPONDIENTE A LOS DATOS RECOGIDOS EN LA TABLA 7.
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Dentro de la cantidad de muestras que se analizaron y se observod la presencia del
parasito, se estudio la prevalencia en los distintos grupos edad observandose un mayor
numero de muestras positivas en nifios/as de 24-29 meses, en concreto 11 (50%) casos

positivos.

En los demas grupos de edad los datos obtenidos fueron parecidos, en las muestras de
nifios/as menores de 17 meses se encontrd Cryptosporidium sp en 6 de ellas (27,3%) y

en el rango de 18-23 meses fueron 5 las positivas (22,7%).

En el rango de edad de 30-60 meses no se observé Cryptosporidium sp en ninguna de

las muestras (Tabla 10).

EDAD(m) NINOS NINAS TOTAL
0-17 4 2 6
18-23 5 0 5
24-29 10 1 11
30-60 0 0 0

TABLA 10. NUMERO DE CASOS POSITIVOS EN LOS DIFERENTES RANGOS DE EDAD Y SEXO.

En todos los rangos donde se compard el nUmero de muestras observadas que fueron
positivas, se observé una mayor prevalencia en nifios que en nifias sobre todo en el
rango de edad donde hay un mayor nimero de positivas ya que de las 11 que habia en

total, 10 de ellas pertenecian a nifios suponiendo un 90,9% (Tabla 11).
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TABLA 11. RESULTADOS DE LA DETECCION DE CRYPTOSPORIDIUM SP EN DISTINTOS RANGOS DE EDAD Y
SEXO.

24



En cuanto a los resultados obtenidos dependiendo de la guarderia donde procedian las
muestras, se observaron datos relevantes. Con respecto a la primera guarderia, no se
detecto Cryptosporidium sp en ninguna de las muestras. Por el contrario, en las cuatro

guarderias restantes si resultaron positivas algunas de ellas (llustracion 4).

GUARDERIAS Casos positivos GUARDERIA2

3 casos 3 casos

(14%) (14%)

GUARDERIA4
4 casos
(18%) 1
GUARDERIA3

12 casos

(54%)

ILUSTRACION 4. COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS ENTRE LAS DISTINTAS GUARDERIAS

Dentro de estos datos, también se obtuvieron diferencias entre nifios y nifas, en este
caso comparando de que guarderia provenia cada muestra que se analizd y resulté
positiva. Como ocurre con el rango de edad, en todas ellas se da una mayor prevalencia
en nifios. En la guarderia 3 hay una gran diferencia entre géneros obteniéndose un valor
de positivos en nifios de 11 casos (91,7%) y 1 caso solo en nifias (8,3%). En el resto de
guarderias bajo estudio, en la guarderia 2 solo se dieron casos positivos en nifios y
ninguno en nifias, y en las guarderias 4 y 5 los resultados fueron algo mas parejos entre

nifos y nifias (Tabla 12).

5 11
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S 4 3 3 )
2 1 1 1
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2 [

GUARDERIA 1 GUARDERIA 2 GUARDERIA3 GUARDERIA4 GUARDERIAS

ENINOS ENINAS

TABLA 12.RESULTADOS SEGUN GUARDERIA Y SEXO.
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En todas las muestras que fueron positivas, se observaron ooquistes esporulados de
Cryptosporidium sp que coincidian con el tamafio y la forma caracteristica de este
parasito y que aparecian tefiidos, gracias a la tincidn diferencial, de un rosa intenso que
permitia su identificaciéon. No en todas ellas se observd la misma concentracién de
ooquistes ya que en tres de ellas, pertenecientes a nifios entre 18 y 23 meses, habia una
concentracion bastante mas elevada con respecto a las demas muestras observadas.
Esto puede deberse a que quizas estos nifios tenian una diarrea mas intensa, ya que se
ha demostrado que cuanto mas intensa es la diarrea mayor concentracién de ooquistes

hay (Garcia y cols., 2004).

DISCUSION

A raiz de los resultados obtenidos podemos observar como existe una mayor
prevalencia en nifios menores de 3 afios, que se ha demostrado también en otros
estudios (Martin-Ampudia y cols., 2012) (Garcia-Rodriguez y cols., 1989) . En el analisis
realizado, la prevalencia fue de 20,37%, algo mayor que la que se ha observado en otros
estudios (Mateo y cols., 2014) (Navarro-i-Martinez y cols., 2011). Tanto si se comparan
los datos obtenidos en las diferentes guarderias donde se obtuvieron las muestras como
las diferentes edades de los nifios/as bajo estudio, se observa que en nifios existe una
prevalencia de 86,4% con respecto a nifias que supuso un porcentaje de casos del 13,6%,
datos que concuerdan con estudios europeos donde se estudid la prevalencia en
individuos de todas las edades y se demostrd una prevalencia mayor en nifios menores
de 4 afos, aungque no demostré tanta diferencia entre un género y otro dentro de este

rango de edad (ECDC, 2014).

En este estudio, las muestras fueron recogidas durante los meses de Febrero a Mayo
con un numero de casos positivos de 22 frente a las 108 muestras que fueron analizadas.
Este numero elevado de positivos, no coincide con otros estudios donde se ha
demostrado que durante el otofio-invierno, el nimero de casos de criptosporidiosis es

mas elevado que durante la primavera-verano (Clavel y cols., 1996) (ECDC, 2014).
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El hecho de que la mayor prevalencia de la enfermedad ocurra en un rango de edad
comprendido entre los 24-29 meses, nos hace pensar que el brote pueda estar causado
mediante una transmisién persona-persona, ya que si fuera por el consumo de agua
contaminada, uno de los mayores causantes de la enfermedad (Dillingham y cols., 2002)
(Red Nacional de Vigilancia epidemioldgica, 2003) ya que esta relacionado con la
mayoria de casos de brotes que se han dado en Espana, no habria una diferencia tan

elevada entre los diferentes grupos de edad estudiados.

La transmisidn entonces puede ser debida a otro tipo de factores como por ejemplo,
por el cambio de pafial en nifos que ya se demostrd que supuso la causa de un brote en
una guarderia de Zaragoza (Ortega y cols., 2006) o también por una falta de higiene en

la guarderia por descuidos de los cuidadores o presencia de portadores asintomaticos.

Cabe destacar también el hecho de que el nimero de casos positivos se haya dado de
forma mayoritaria una de las guarderias , en concreto la nimero 3, con respecto a las
demas. La zona geografica de todas ellas fue la misma, no encontrandose diferencias
gue a priori puedan suponer un aumento del riesgo de transmisidon, como por ejemplo,
el que alguna de ellas se hubiese encontrado en una zona rural, lo cual explicaria la
mayor prevalencia que se ha observado, ya que se ha demostrado que C. parvum se
encuentra en una mayor proporcién en zonas rurales donde el contacto con animales

puede ser mayor (Llorente y cols., 2007).

Ademas de todo lo sefialado, tampoco fue posible el estudio comparativo entre las dos
especies que son responsables de la infeccidon en seres humanos ya que, al realizar el
estudio mediante el método de tincion de Ziehl-Neelsen modificado, no es posible la
diferenciacién entre C. hominis y C. parvum (Omoruyi y cols., 2014) . A pesar de ello,
nos basamos en otros estudios que demuestran la mayor prevalencia de C. hominis
frente a C. parvum tanto en diferentes zonas geograficas como en estudios a nifios
inmunocompetentes que indican también el mayor nimero de casos provocados por
C. hominis (Llorente y cols., 2007). Por otro lado, estos datos no necesariamente
implican que en este estudio sea esta la especie mayoritaria, ya que para obtener un
resultado valido se necesitaria llevar a cabo otro tipo de estudios que puedan diferenciar

de forma clara la presencia de una especie u otra, como por ejemplo PCR.
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CONCLUSIONES

- Del estudio realizado se concluye que es un buen ejercicio para el desarrollo de
un trabajo de laboratorio y para la correcta interpretacién de los resultados de métodos

de tincion.

- De los resultados obtenidos se puede deducir, de acuerdo con otros autores, que

la criptosporidiosis es una parasitosis emergente en nuestro pais.

- Independientemente de las limitaciones de este estudio, se podria concluir que
la prevalencia detectada es considerablemente mas alta que en otras regiones de

Espafia.
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