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I. PARTE TEORICA



I. 1. EL AGENTE ETIOLOGICO DE LA CRIPTOSPORIDIASIS HUMANA

I. 1. 1. POSICION TAXONOMICA

Phyllum
Subphyllum
Clase
Subclase
Orden
Familia

Género

- PROTOZOA

- APICOMPLEXA

- SPOROZOA

- COCCIDIA

- EUCOCCIDA

- CRYPTOSPORIDIIDAE
- Cryptosporidium

E1l género Cryptosporidium fue creado por TYZZER en 1907 al des

cribir a Cryptosporidium muris como parésito gdstrico del ratén de

laboratoric. A

peclies de Crypto

partir de este momento la descripcidn de nuevas es

sporidium fue frecuente, entre las cuales MATA et

al (1984) sefalan :

muris

arvum

o o 1o o
. .

wrairi

bovis

o 0o 10
L]

agni

nra

rhesi

10
°

TYZZER, 1907, parésito del ratén
TYZZER, 1912, pardsito del ratén

meleagridis SLAVIN, 1955, parésito del pavo

VETTERLING et al, 1971, pardsito del cobayo

anserinum PROCTOR y KEMP, 1974, pardsito del ganso

BARKER y CARBONELL, 1974, parédsito del ternera
BARKER y CARBONELL, 1974, pardsito de la oveja
LEVINE, 1980, parésito del mono rhesus

serpentis LEVINE, 1980, pardsito de serpientes



TZIPORI et al (1980) realizan estudios de transmisién cruza-
da de una cepa de Cryptosporidium de procedencia bovina y llegan

a la conclusidn de que dicho género debe considerarse como monoes
pecifico, hasta que LEVINE (1984) al efectuar una revisidn de los
datos publicados hasta el momento, preferentemente de los obteni-
dos por diversos autorss a través de la infestacién experimental
de diversas especies animales con aislamlientos de procedencia dis
tinta, concluye aceptando la existencia de cuatro especises, en fun

cién de sus huéspedes habituales :

Cryptosporidium crotali TRIFFIT, 1928, pardsito de reptiles

Cryptosporidium meleagridis SLAVIN, 1955, pardsito de aves

Cryptosporidium muris TYZZER, 1907, parésito de mamiferos
Cryptosporidium nasorum HOOVER, HOERR, CARLTON, HIUSMAN y

FERGUSON, 1981, pardsito de peces

Recientemente UPTON y CURRENT (1985) sefialan el hallazgo en

terneros de dos formas de Cryptosporidium con evidentes diferen-—

cias morfobiolégicas, una que, segdn los autores, corresponde a

la especie descrita por TYZZER en 1907 como C. muris y la otra cg
rrespondiente a C. parvum, TYZZER 1912, perteneciendo & esta dlti
ma la casi totalldad de los aislamientos efectuados a partir de -

mamiferos, entre ellos el hombre,

Ambas especies difieren tanto por su tamafio, forma de los oo-
quistes y cuerpo residual como por su hdbitat en el hospedadar in

festado (Figura nel , Tabla n2l),



C. muris TYZZER 1907 ‘| C. pervum TYZZER 1912

Tamafio ooquiste 7.4 x 5.6 ym 5 x 4,5 um

Sutura ooquiste polar-longitudinal subterminal-transversal

Cuerpo residual formado por un glébu- formado por un gldbulo
lo oval o esférico ds’ oval o esférico de 1.5 x
3,4 x 3,3 pm rodeado 1,6 pym y numerosas grénu
por 2-) 40 grénulos los de 0.2 a 1.2 pm,
dB 0'2‘-1'3 Pmo

Esporozoitos vermiformes (11.1 x 1) alargados (4.9 x 1.2 um)
sin cuerpos refrécti- sin cuerpos refréctiles.
les

Hébitat gldndulas géstricas. intestino delgado

Bévidos infecta
dos animales de todas las terneros de { 21 dias
edades, preferentemen-
te adultos jévenes.

Patologia diarreas benignas diarreas agudas

Taebla n? 1, Figura n?2 1. - Prin
cipales diferencias entre las dos
especies parésitas de mamiferos.

(Adaptado de UPTON y CURRENT,1985)

C, muris €, pervum




I. 1. 2, CICLO EVOLUTIVO

El ciclo bioldgico de Cryptosporidium ha sido objeto de amplio

estudio y discusién durante los Gltimos afios. En la excelente re-
visién realizada por TZIPORI en_1983 sobre la Criptosporidiosis
animal y humena, el autor discute las distintas versiones del mis

mo publicadas hasta la fecha y propone el esquema que se repre-

senta en la figura 2. b

INSIDE HOST
QUTSIDE HOST

F[G.a Diagrammatic represeatation of the life cycle of Cryptosporidium. (1 1o 4) Asexual cycle of the
endogenous stage: |, sporozoite or merozoite invading a microvillus aof a small intestinal epithetial cell; 2, a fully
groven truphosoite, 3, a developing schizont witk eight nuclei: 4, a matere schizont with eight merozoites. (5 and
O) Sexual sycle: S, microgametocyle with many puclei; 6, macrogametacyte, (7) A mature oocyst contaiing four
sporogaites without sporocyst, (£) OQocyst dischanged in the feces, a, Mervaoite released from mature schizont;
b, spumozoite released Hrom matwre vocyst. Adapted from Isuki

En el mismo queda por aclarar la existencia o no de una segun-
da generacidn de esquizontes y el carécter intra o extracelular

del pardsito.



CURRENT y LONG (1983) logran reproducir el ciclo completo del
pardsito en las células endodérmicas de la membrana coricalantoi-
dea de embriones de pollo, deduciendo del mismo el esquema de la

figura 3.

TYPE II MERONT
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Figura n23 \ /
OUTSIDE HOST

El ciclo se inicia con la excistacién de los esporozoitos con
penetracién de las células endodérmicas de la MCA (membrana co-
ricalantoidea) y desarrollo de una primera generacién de merozoi
tos, que se detecta ya a las 24 h. post-inoculacidn. Dichos mero-
zoitos son denominados de tipo I y presentan carécter ciclico. Es
tos, y las subsiguientes formas evolutivas del parésito, se desa-
rrollan en el interior de una vacuola parasitofora originada por
la célula hospedadora y confinada a su superficie microvillar. De
agui que el pardsito sea considerado como "intracelular-extracito

plasmético” (CURRENT, 1984).



Entre las 24-48 h, post-inoculacién se inicia el desarrollo de
los merontes tipo II que se transforman rapidaments en gametoci-
tos. A los tres dias se observa la presencia ya de todos los esta
dfos evolutivos del ciclo ( trofozoitos, merontes de tipo I y ti
. po 1II, microgametocitos, macrogametos y ooquistes ]. La esporogo-

nia tiene lugar en el interior de la célula huesped,

El alto potencial autoinfectivo de Cryptosporidium es el resul

taqa no sélo de la presencia de los merozoftos de tipo I con ca-
récter ciclico sino de la existencia de dos clases de ooquistes ,
unos dotados de gruesas paredes, con alta capacidad de resisten-
cia a los agentes externos y destinados a la contaminacidn ambien
tal e infestacidn de nuevos huéspedes, y otros, de paredes delga-
das destinados a la autoinfeccidn endégena del hospedador y reini
cio del ciclo. Todo ello explica tanto las elevadas tasas de in-
festacidn que se observen en los animales susceptibles, la larga
prolongacién de la parasitosis, fundamentalmente en inmunodeprimi
dos (PITLIK et al, 1983; CURRENT et al, 1983) as{ como las infes
taciones graves del conducto bilier y tracto respiratorio que es-
poradicamente tienen lugar en estos Gltimos (PITLIK et al, 1983;
FORGACS et al, 1983; MILLER et al, 1984; CURRENT y HAYNES, 1984),
Si bien la presencia de ooquistes de pared fina ha podido ser de=
mostrada en cultivos en embridn de pollo y ratén lactante (CURRENT
y LONG, 1983; CURRENT, 1984], no ha sido asf al reproducir el ci-
clo "in vitro" en cultivo monocapa de células pulmonares de feto
humano (Flow 2000), en las cuales, si bien se obtuvo un ciclo e-
volutivo similar al descrito, no fue posible la observacidn de oo

quistes autoinfectivos (CURRENT y HAYNES, 1984),



La esporogonia, en ambos tipos de ooquistes, tiene lugar en la
misma célula hospedadora, siendo infestantes tanto en el momento
de su eliminacién por parte del huesped parasitado, como durante
su permanencia en la luz intestinal, CURRENT y LONG (1983) 1lo-
gran la infestacién masiva de ratones lactantes a partir de los
ooquistes obtenidos de MCA, lo que demuestra su infectividad aun
en el interior de la célula hospedadora, lo cual habfa sido ya se
fialado por REESE et al (1982] al lograr la transmisifn experimen

tal de Cryptosporidium a través de la administracidén oral de ras-

pados de mucosa intestinal de animales parasitados.



I. 2. CRIPTOSPORIDIOSIS

I. 2. 1, EPIDEMIOLOGIA

A pesar de que Cryptosporidium sea un protozoo cuyo conocimien

to date de més de tres cuartos de siglo, su importancia en patolo
gia animal y humana ha sido descubierta muy recientemente. Es por
ello que el conocimiento de su epidemiologia sea todavia muy frac
cionario, existiendo muchas lagunas en lo que hace referencia a

la forma de transmisién, fuentes de infestacidén y reservorios, lo
mismo que a la biogeograffa y prevalencia de la infestacién, tan-

to animal como humana,

T 2a 1s ds Forma de transmisidén

Los primeros casos de criptosporidiosis humana que se diagnos-
ticaron, ocurridos casi siempre en personas en estrecho contacto
con animales (Morbid and Mortal, 1982; ANDERSON et al, 1982; REE
SE et al, 1982; CURRENT et al 1983) hizo suponer que se trataba
de une zoonosis, en la cual la transmisién dirscta a partir de a=-
nimales infestados, entre los cuales jugaban un importante papel

los terneros, era la via principal de infestacidn (SCHULTZ, 1983).

Evidentemente la necesidad de emplec de técnicas egresivas, pa-
ra el diagnostico etiolégico de la enfermedad humana, sesgé enor-
memente el tipo de poblacién estudiada, dificultando ademds el es

tudio y por lo tanto conocimiento, de su epidemiologfa. Conside-
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ramos que los avances realizados, fundamentalmente durante los Gl
timos afios, en el conocimiento de esta enfermedad, han sido la con

secuencia de dos hechos importantes :

%// El descubrimiento de que g;yptnsporidium era la causa de
cuadros graves de gastroenteritis en individuos inmunodefi-
cientes (MEISEL et al, 1976; NIME et al, 1976; STEMMERMANN
et al, 1979; PITLIK et al, 1983; MA y SOAVE, 1983; GCURRENT
et al, 1983).

E// La introduccién de técnicas diagnésticas que permiten el
hallazgo e identificacidén del protozoo en las heces, lo cual

facilita el estudio epidemiolégica (GARCIA et al, 1983).

A parte de las denuncias realizadas sobre casos de criptospori
diosis de supuesto origen animal, cada dfa hay mayor evidencia ds
que es éste un enteropatégeno, con una epidemiologia que podemos
considerar similar a la de otros protozoos de distribucién cosmo-
polita, para los cuales la transmisién se realiza bien sea por con
tacto directo con reservorios animales o a través de la contamina

cién ambiental, alimenticia, teldrica o hidrica.

La concomitancia entre la infestacidén humana por Cryptospori-
dium y Giardia ha sido repetidamente denunciada (WOLFSON et al ,

1984; JOKIPII et al, 1985; PORTUS et al, 1985) 1lo que hace supo-
ner una via de infestacién comin para ambos protozoos. La denun-
cia de infecciones intrahospitalarias de personal de enfermeria y
auxiliar en contacto con enfermos con criptosporidiosis (BAXBY et
al, 1983; KOCH et al, 1985) 1o mismo que infecciones de tipo fa-
milier y epidemias de tipo institucional fundamentalmente en guar
derfas infantiles (ALPERT et al, 1984; McNABB et al, 1985; PORTUS

et al, 1985), hace suponer que la transmisién hombre-hombre pueda
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Jugar un importante papel en la difusién de la enfermedad.

La reciente denuncia de un brote de criptosporidiosis en una
poblacién de Tejas, cuya causa se supone que la constituyd el a-
gua de bebida (D°ANTONIO et al, 1985), incluye a éste entre los
organismos de transmisidén hidrica capaces de originar brotes epi
démicos de gastroenteritis., La transmisién por via hidrica, te-
lirica y/o alimenticia es légica si tenemos en cuenta la alta re
sistencia que presentan los ooguistes de Cryptosporidium a muchos
de los agentes desinfectantes en uso., Asf, si bien el pardsito
se muestra sensible al amonioc y al formol (CAMPBELL et al, 1982)
es resistente a otros desinfectantes tales como iodoforo, écida.
cresilico, hipoclorito sédico, cloruro de benzalconio, hidréxido
s6dico (CAMPBELL et al, 1982) y resiste varios meses en atmés-
fera anaercbia (TZIPORI, 1983).

I. 2.1, 2. Reservorios

A pesar de que el carécter zoondtico de la criptosporidiosis
es universalmente aceptado, resta por dilucidar cuales son las es
pecies animales que actlan como reservorio de la parasitosis huma
na. El problema de los reservorios no es mds que la consecuencia
inmediata del desconocimiento que en la actuslidad se tiene acer-

ca de la especificidad de Cryptosporidium , el cual ha pasado de

ser considerado altamente especifico, por analogfia con otros Coc-
cididos, a ser propuesto como monoespecifico (TZIPORI et al, 1980).
LEVINE (1984) acepta la existencia de cuatro especies, parésitas

de cuatro grupos zoolégicos bien diferenciados : aves, peces, rep
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tiles y mamiferos. Sin embargo UPTON y CURRENT (1985) denun-
cian la existencia de como minimo dos especies distintas parési-

tas de mamiferos.

De la bibliografia cientifica sobre el tema se desprende que
si bien la casi totalidad de mamiferos pueden actuar como huéspe
des del parésito, la resistencia o susceptibilidad de los mis-
mos a desarrollar cuadros patolégicos, caracterizados generalmen
te por diarreas agudas, es muy variable. La enfermedad se mues=
tra particularmente severa en ungulados tales como ovejas (ANGUS
et al, 1982; TZIPOAI, 1983; ROJO et al, 1985), cabras (MANSON et
al, 1981), terneros (ANDERSON, 1981; TZIPORI, 1983; HEINE et al,
1984), ciervos (TZIPORI et al, 1981), preferentemente en anima-
les Jjévenes, En adultos, lo mismo que en otras especies animales
(ratas, ratones, cobayos, etc), la criptosporidiosis suele cursar

de forma benigna o asintomética,

I. 2, 1. 3. Prevalencia

Es dificil, en el momento actual, hablar de la prevalencia de
la criptosporidiosis tanto animal como humana, dado el fracciona-
miento que presentan los datos de que se dispaone,

La criptosporidiosis ha sido considerada la causa de las dias
rreas que frecuentemente presentan terneros y corderos recién na-
cidos y de corta edad (TZIPORI et al, 1981; ANGUS et al, 1982 ;
ROJO VAZQUEZ et al, 1985) y la morbilidad con gue aparece en algu
nos rebafios alcanza el 100 % (ROJO VAZQUEZ et al, 198S).

En cuanto al parasitismo humano no existen por el momento en-
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cuestas lo suficientemente representativas para tener una idea de
la incidencia real ds este protozoo en los diversos grupos pobla-
cionales. A pesar de ello, de la revisidn bibliogréfica se des-

prends que Cryptosporidium es un enteropatégenoc hebitual, de dis

tribucién cosmopolita y méds frecuentemente en nifios, habitualmen-
te de corta edad, que en adultos. En la tabla n2 2 se efectda un
resumen bibliogré&fico acerca de la prevalencia de la criptospori-

diosis humana en individuos inmunocompetentes en distintos paises.
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'I. 2. 2. PATOLOGIA

El cuadro patoldgico que presenta la criptosporidiosis humana
se caracteriza por una gastroenteritis que varia en intensidad de

acuerdo con el estado inmunitario y nutricional del hospedador,

En individuos inmunocompetentes, el estudio histolégico de biop
sias intestinales revela que los parédsitos tienden a concentrarse
en la zona media del intestino delgado, yeyuno e fleon, donde se
produce un redondeamiento de los villi, acortemiento de los ente=
rocitos y una infiltracién celular de la lémina propia méds o menas
acentuada (TZIPORI, 1983). Dichas alteraciones patolégicas se
manifiestan como diarreas de duracién varible, que para la mayo-
rfa de los pacientes se limita a unos pocos dfas (CURRENT et al
1983: JOKIPII et al, 1983; BOGAERTS et al, 1984; MATA et al, 1984;
BRINES et al, 1985; ISAACS et al, 1985; MATHAN et al, 1985; WEI=-
KEL et al, 1985; KOCH et al, 1985), si bien se describen casos de
mayor duracién, y que oscilan desde algunas semanas (MATA et al,
1984; WEIKEL et al, 1985) a varios meses (BOGAERTS et al, 1984 ;
ISAACS et al, 1985), BOGAERTS et al (1984) en Rwanda encuentran
que si bien la evolucidn de los individuos sanos y bien nutridos
suele mostrarse favorable, autolimiténdose el cuadro diarreico en
unos pocos dias, no ocurre lo mismo con nifios afectados de maras-
mo, en los cuales las diarreas se mostraron severas y prolongadas,
‘conduciendo incluso a la muerte en un caso. Estudios realizados
en el sur de la India por MATHAN et al (1985) permitieron obser

var una mayor incidencia del parasitismo por Cryptosporidium en

individuos que presentaban diarreas crénicas, de larga duracién,
que en casos de diarreas agudas., Segln los mencionados autares

quizés ello fuera debido al tratamiento antibiético a que habian
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estado sometidos muchos de estos pacientes, el cual, de alguna for

ma, pudiera favorecer la colonizacién por Cryptosporidium,

Junto a le diarrea destaca en el cuadro clinico de la criptospo
ridiosis en individuos inmunocompetentes el dolor abdominal ( CU-
RRENT et al, 1983; JOKIPII et al, 1983; BRINES et al, 1985; ISAACS
et al, 1985), asi como nauseas y vémitos (CURRENT et al, 1983; JQ
KIPII et al, 1983; MATA et al, 1984; ISAACS et al, 1985), en algu-—
nos casos fiebre moderada (CURRENT et al, 1983; JOKIPII et al ,
1983; MATA et al, 1984) y con menos frecuencis retrasoc en el cre-
cimiento y pérdida de peso (JOKIPII et al, 1983; ISAACS et al ,
1985), hiponatremia (MATA et al, 1984), cefaleas (KOCH et al ,
1985) y transtornos respiratorios (WEIKEL et al, 198S).

La sintomatologfa se intensifica cuando se trata de individuos
inmunodeficientes. En estos casos la colonizacién puede extender
se a todo el tubo digestivo, desde el esdfago hasta el recto (PTI
LIK et al, 1983; CURRENT, 1984), pudiendo pasar también a las vias
respiratorias (FORGACS et al, 1983; MILLER et al, 1984) vy conduc
to biliar (PTILIK et al, 1983). En estos casos se genera un cua
dro diarreico prolongado, de varios meses de evolucién (STEMMER=-
MANN et el, 1980; KOCH et al, 1983; BAXBY et al, 1983; PTILIK et
al, 1983; CHIAMPI et al, 1983; SOAVE et al, 1984), con abundantes
deposiciones diariams (KOCH et al, 1983), acompafiado de otros trans
tornos géstricos (nauseas, vémitos, dolor abdominal), deshidrata
cién y perdida de peso (STEMMERMANN et al, 1980; BAXBY et al, 1983
PTILIK, 1983; SOAVE st al, 1984; KOCH st al, 19685); la fiebre y las
linfoadenopatfas suelen ser constantes (PTILIK et al, 1983). La
asociacién con otros gérmenes oportunistas como Toxoplasma (STEM=
MERMANN et al, 1980), Pneumocystis (CHIAMPI et al, 1983; SOAVE et
al, 1984), citomsgalovirus (PTILIK et al, 1983; KOCH et al, 1983;
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SOAVE et al, 1984), Candida (PTILIK et al, 1983; KOCH et al,1983)
u otros enteropatégenos (BAXBY et al, 1983; PTILIK et al , 1983,
SOAVE et al, 1984) es habitual en este tipo de enfermos. Si bien
en estos casos el desenlace suele conllevar al exitus, es dificil

de precisar la responsabilidad de Cryptosporidium en el mismo. En

el estudio realizado por SOAVES et al (1984), sobre 6 enfermos
de SIDA afectos de criptosporidiosis, el exitus se produjo unica-
mente en aquellos casos en los que el parésito estuvo esociado a

otros oportunistas.
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I. 2, 3. DIAGNOSTICO BIOLOGICO

I. 2. 3. 1. Diagnéstico parasitolégico

Se basa en la observacién y reconocimiento de los ooquistes.

Segldn DELUOL et al (1984). éstos aparecen en las heces a laos
tres dias de la contaminacién, y permanecen durante dos o tres sg
manas, en los individuos inmunocompetentes. En inmunodeficientes
la persistencia puede ser indefinida, con fluctuaciones en la eli
minacién de ooquistes, correspondientes a periodos de diarrea més
o menos. intensa. Las diarreas acuosas y abundantes que se presen
tan en éstos Ultimos (algunas veces muchos litros) comportan u-
na dilucién del pardsito, lo cual, acompafiado de su inigual repar
%icidn en la masa fecal, dificulta su hallazgo. Al igual que ocu
rre con otros protozoos parésitos intestinales la emisidn de oo-
quistes es discontinua, por lo que un solo exémen negativo no tig

ne demasiado valor diagndstico.

Los procesos seguidos para la identificacién de Cryptosporidium

en las heces suelen incluir una fijacién de la muestra, lo cual
tiene como objeto la reduccién del riesgo de contaminaciones, la
concentracidn de ocoquistes seguida o no de una tincién del frotis

preparado a partir del concentrado y la observacidn microscdpica.

Los casos de infeccifn respiratoria diagnosticados hasta el mog
mento lo han sido a través de la aplicacidén de las tinciones habi
tuales para gérmenes 4cido-alcohol resistentes {tinciﬁn de Kinyoun
o con auramina) (MILLER et al,1984) o a través de una biopsia trans
brongquial (FORGACS et al, 1983).
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I.2.3.,1. 1, Fijacién

El 1fquido fijador utilizado por la mayoria lo constituye una
solucién al 10 % de formalina comercial (GARCIA et al, 1983; ZI-
ERD et al, 1984; D"ANTONIO et al, 1985; McNABB et al, 1985; PORTUS
et al, 1985), si bien se han ensayado, con mds o menos éxito,otros
fijadores como solucién de KOH al 10% (GARCIA et al, 1983; BROND
SON, 1984), dicromato potésico y alcohol polivinilico (GARCIA et
al, 1983). Todos estos fijadores se utilizan para la conservacién
de la masa fecal o,més frecuentemente, de una porcién de la misma,

previo a la concentracién o confeccién del frotis.

Los frotis preparados, bien sea directamente de las hesces sin
fijar, bien sea de hecas fijadas o del producto resultante de la

concentracifén, se fijan mediante alcohol etf{lico o metilicao.

I, 2 3 1,2, Coloracién

En general se utilizan dos tipos de técnicas de coloracidén:

a/ Aguellas que tifien el parésito y que, por lo tanto, per

miten observar su morfologia y estructura.

b/ Aquellas que tifien los demds elementos fecales y no en

cambio a Cryptosporidium, o sea coloraciones negativas en las que

destaca el parédsito como una pequefia mancha incaolora.

Evidentemente las primeras son las més utilizadas ya que son
las dnicas que permiten asegurar un diagndstico especifico, En-

tre ellas destacan las tinciones para gérmenes Acido-alcohol re-



21

sistentes, las cuales vienen utilizdndose en sus multiples varian
tes (HENRIKSEN y POHLENZ, 1981; GARCIA et al, 1983; DELUOL et al
1984; BRONSDON, 1984; McNABB et al, 1985), La tincién de Giemsa
se ha venido utilizando también muchas veces como complementaria
a la de Ziehl-Neelsen (JOKIPII et al, 1983; MATA et al, 1984;PCR
TUS et al, 1985) con resultados variables.

GARCIA et al ,(1983), realizan un estudio comparativo de diver
sas técnicas para la recupsracidn e identificacién de ooquistes
de Cryptosporidium en las heces. La calidad de observacidn fue
excelente al utilizar una modificacién de la tincidn de Ziehl u-
tilizando H2304 como decolorante; muy buena mediante la flota-
cién con sucrosa, tincién de Giemsa y Ziehl-Neelsen; buena con la
tincién de Kinyoun; bastante buena con la sedimentacién bifésica
con formalina y la tincidén con auramina; regular con el PAS; medio

cre con la tincién tricrémica, una modificacién del PAS y con me-

tenamina argéntica; y nula con_naranja de acridina.

1. 2 s 1. 3, Concentracién

La inigual reparticién de los ooquistes de Cryptosporidium den

tro de la masa fecal y el bajo nGmero con que a veces se encuentran
(muchas veces no relacionado con la intensidad del cuadro patolégi
co) obliga, o al menos aconseja, la utilizacién de técnicas de con

centracién,

Las técnicas de concentracién utilizadas hasta el momento para

este menester son de dos tipos :
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a/ Técnicas difésicas, en las que sa recogen los ooquis-

tes de Cryptosporidium en el sedimento de la fraccién hidréfila.

b/ Técnicas de flotacién en medio hiperténico.

Entrs las primeras destaca la utilizacién de las distintas vea-
riantes de la técnica de Ritchie, mediante la utilizacién dsl for
mol,empleado como fijador, como fase hidrica y de éter etilico o

acetato de etilo como liposolvents.

Entre las segundas, la flotacién con sucrosa de Sheather es la
més utilizada. Este método presenta la ventaja de no requerir pos

teriores tinciones ya que los ooquistes de Cryptosporidium desta-

can en color rosa sobre un fondo incoloro, y pueden visualizarse
e identificarse facilmente, tanto al utilizar &ptica normal como
mediante éptica de contraste de fases (GARCIA et al, 1983;McNABB
et al, 1985]. La concentracién de Ritchie, sin embargo, se con-
vierte en una técnica idénea cuando se aplican sobre el sedimen-
to técnicas de tincién. Las técnicas difésicas son preferidas
por muchos debido a @

- su versatilidad, ya que son técnicas de uso comin en paras;
tologia, utilizedas por muchos laboratorios pera la concentracién

de huevos de helmintos y quistes de protozoos (McNABB et al,1985),

- la posibilidad de utilizar concentradores desechables, comer

cializados en algunos paises (ZIERDT, 1984),

- gl problema derivado del uso de soluciones hiperténicas, el
cual comporta una modificacifén de la morfologia del protozoo en ca
so de demorarse la observacién (GAACIA et al, 1983; McNABB et al,
1985) .
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I. 2, 3, 1. 4, Microscopia electrénica

S1 bien la microscopia electrénica se ha utilizado para diluci
dar la ultraestructura de Cryptosporidium (Le CHARPENTIER et al,
1982; REDUKER et al, 1985), ésta no es una técnica aplicable o re

comendable con fines diagnésticos, dada la complejidad gue compor
ta y por no estar al alcance de la mayoria de los laboratorios de

andlisis clinicos,

Sin embargo, BAXBY et al (1954], describen el‘hallazgc e iden

tificacién de ooquistes de Cryptosporidium en muestras de heces

preparadas con tinciones negativas para su estudio viroldgico, lo
cual convierte a ésta en una técnica diagnéstica accesoria para &
quellos laboratorios en los que se realiza la investigacién ruti-

naria de virus enteropatégencs mediante microscopia electrdénica.

I. 2. 3. 2. Exémen histopatolégico

Este fue el Gnico método diagnéstico utilizedo hasta el afio
1981 en que HENRIKSEN descubrié el carécter dcido resistente de

Cryptosporidium,

Los exémenes histopatoldégicos se han realizado, bien sea con
material procedente de necropsias, bien sea con biopsias de la mu
cosa estomacal, duodenal, yeyunal, a través de fibroscopia, e in=
cluso de colon y recto (STEM”EHMANM et al, 1980; CURRENT et al ,
1983; CHIAMPI et al, 1983; DELUOL et al, 1984),



En la actualidad el estudio histopetolégico como técnica diag-
nostica se ha abandonado a favor da las técnicas de concentracién
y tinclién ya mencionadas, dado su carécter menos agresivo, senci-

1lo, barato y sensible (MA y SOAVE, 1983).

I. 2, 3. 3, Inoculacién enimal

La inoculacidén animal ha sido también descrita como un método

sensible para el diagnéstico de la criptosporidiosis.

SHERWOOD et al (1982) preconizan la inoculacién al ratdn lac
tante, de la suspensién fecal sospechosa y posterior ex&men del I
leon terminal y recto, donde los perésitos son abundantes en caso

de reaccldn positiva.

I.2, 3. 4, Reacciones inmunalggicas

Si bien las reacciones inmunolégicas se han utilizado desde ha
ce afios para el diagnostico de la criptosporidiosis, su uso dista
mucho de haberse generalizado, dada la facilidad que supone el e-
xémen directo de las heces y por otro lado la ausencia de reacti-
vos comerciales para las pruebas serolf6gicas, lo gue obliga al la

boratorio a la preparacién de sus propios antigenos,

La dnica técnica utilizada hasta el presente ha sido la inmung

fluorescencia indirecta, utilizando como antigeno cortes de intes

24
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tino delgado de animales infestados natural o experimentalmente
(TZIPORI y CAMPBELL, 1981; CAMPBELL y CURRENT, 1983) o ocoquistes
obtenidos a partir de heces de animales infestados (KOCH et al,
1985). La seroconversién se realiza hacia el dfa 14 post-infes=-
tacién (TZIPORI y CAMPBELL, 1981; BLAGBURN y CURRENT, 1983) , y
alcanzan su médximo entre los 2 y 3 meses, permaneciendo alto sl
tftulo hasta un afio después de la curacién. Su evolucién a lar-
go término es desconocida, lo mismo que los efectos de reinfeccipo

nes sucesivas,
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I. 2. 4. TRATAMIENTO

Como se ha sefialado anteriormente en el individuo inmunocompe-
tente la criptosporidiosis es una enfermedad que se autolimita en
un espacio de tiempo més o menos largo. Debido a ello el trata-

miento utilizado en estos casos no suele ser més que sintomético.

En el individuo inmunodeficiente el cuadro clinico es mucho més
grave y raramente se produce la recuperacidn esponténea, A dicha
gravedad se adiclaona el hecho de no haberse reconocido hasta el
momento una terapia totalmente efectiva. Los primeros ensayos de
tratamiento tanto de la criptasporidiosis humana como animal fue-
ron totalmente descorazonadores. En las tablas nimeros 3 y 4
se incluyen los datos recogidos por TZIPORI [1983) y el Centers
for Diseass Control (1982) sobrs ensayos efectuados con distintos

antimicrobianos con resultado negativo.

Recientementae, la utilizacidén de la Espiramicina, macrélido de
frecuente administracidn para el tratamiento dé otra Coccidiosis
humana, la Toxoplasmosis, ha abierto una via de esperanza para la
terapia de la criptosporidiosis. En sfecto, los ensayos terapad-
ticos realizados por PORTNOY et al (1984) y COLLIER et al (1984),
con individuos afectaos de SIDA o somatidos a transplante de médu-
la fsea, a los gue se les administré dicho antibidético, condujeron
a la erradicacidén del parésito o, como minimo, a la mejora sinto-

mética,
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Tabla n2 4,

TABLE {'I Drugs used to treat males with cryptosporidiasis and AIDS

Dose and route Number of Unchanged Improvedd Cured Y
Drug* of administration’ patiants n (%) n (%) n (%)
No treatment - 2 o 000 2 (100.0) 0 (0.0
Trimethoprim/ 25 mg/kg QID 7 7 (1000 O (0.0 0 (0.0}
sulfamethoxazole of sulfamethoxazdle
Trimethoprim/ 800 mg PO BID 4 4 {10000 0 (0.0) o (0.0}
sulfamethoxazole of sulfamethoxazole
Furazolidone 100 mg PO QID -] 4 (86.7) 1 (18.7) 1 (16.7)
Furazolidone 300mg PO QID 1 1 (1coo) O oo o (0.0}
Metronidazole 750mg PO TID 5 4 (800 1 (20.00 0 0.0
Metronidazole 750 mg IV TID 1 2 (0.0 1 (100.0) 0 {0.0)
Pyrimethamina/ 25 mg PO per day 4 4 (1000 O 0o o (0.0)
suifa of pyrimethamine
Diloxanide furoate 500mg PO TID 3 2 (667 O (0.0 1°* (33.3)
Quinacrine 100mg PO TID 3 3 (10000 O 0.0} v} {o.0l
Diindohydroxyquin 850mg PO TID 2 2 (1000 o0 oy o (0.0
Tetracycline 500 mg PO QID 3 1 (333} 2 (66.6) 0 (0.0)
Doxycycline 100 mg PO per day 2 2 (1000 o0 (0.0} 0 (0.0
Pentamidine 4'mg/kg IM per day 2 2 (10000 O (0.0) ) 0 0.0
Chloroquine/ 500 mg PO per day of v 1 (1000 0 (00 ©0 (00
primaquine chloroquine

*Some patients received more than one drug.

81D = twice daily; TID = three timea daily; QID = four times daily; PO = orally; IV = intravenously

$Decrease in number of stools by at least 50%.

‘i Absence of diarrhea for more than 2 weeks and stool examination negative for Cryptosporidium.

**Improvement tamporally related to stopping prednisone.

(Tomado del C.0.S. , 1982)
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PARTE EXPERIMENTAL
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II. 0. OBJETIVO DEL TRABAJO

Los resultados de un estudio preliminar realizado en pobla-
cifn hospitalaria, poblacién preescolar y controles sanos en
Barcelona (SERRA et al, 1984 ; PORTUS et al, 1985) mostraron
que Cryptosporidium era un protozoo frecuente en nuaestro medio,
fundamentalmente en individuos aquejados de gastroenteritis .
Dichos estudios nos indicaron la necesidad de conocer la preva=-
lencia de dicho parasitismo y fundamentalmente su papel en la g

tiologia de las gastroenteritis,

ﬁor ello, nos propusimos averiguar la incidencia de este pa-
résito en las muestras fecales que de forma rutinaria se reciben
en la Seccién de Parasitologfa del Servicio de Microbiologfa del
Hospital de la Santa Crsu i Sant Pau,

El estudio se planificéd en tres vertientes fundamentales @

- Anédlisis de los métodos diagnésticos que después de una
revisién bibliogréfica nos parecieron méds epropiados a
nuestras necesidades, y establecimiento de una pauta de
trabajo que pudiera ser incorporada a la rutina del labo

ratorio.

~ Estudio epidemiolégico de la criptosporidiosis en la po
blacién estudiada. Tipo de poblacién méds frecuentemente
afectada; influencia de la edad, sexo, variacién estacig

nal y ubicacién urbana,

- Valoracién clinica de los casos de criptosporidiosis de

tectados

30
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II. 1. MATERIAL Y METODOS

‘Se han estudiado un total de 1923 muestras fecales, remitidas
a la Seccidn de.Parasitologia del Servicio de Microbiologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

II. 1. 1. FIJACION DE LA MUESTRA

Las hecss son recogidas por el enfermo en recipientes irrompi-
bles de material pléstico y de cierre hermético. 5610 se aceptan
las heces que llegan al laboratorio méximo dos horas después de

su emisién,

Para la investigacién de Cryptosporidium la fijaecién se reali-

za en formol al 10 %. Para la investigacién de otros protozoos en

teroparésitos en M,I.F.

Fijacidén con formol: como solucidn fijadora y conservadora se

utiliza una solucién de formol al 10 %.

Solucién de aldehido férmico comercial 10 ml
Agua destilada 100 ml

Se trabaja con viales de cristal de 15 ml de capacidad a los que
se colocan 5 ml de formol al 10 % y se afiaden 1-2 gr de heces ( 1
volumen de heces por 3 volilmenes de solucién Fijadara]. Las he-
ces deben suspenderse para su total fijacidn para lo cual se uti

lizan pequerios palos de madera.
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Es un buen método de fijacién, que permite realizar una técni-
ca posterior de concentracidn formol-éter., Ademés se ha observa-
do que el formol permeabiliza la pared de los oogquistes de Cryptos
poridium, lo gue permite observar con mayor facilidad su estructu-
ra interna (A.S.C.P. 1984).

II. 1. 2. CONCENTRACION DE LA MUESTRA

Técnica difésica de sedimentacidén — Técnica de RITCHIE (1948)
modificeda por ALLEN y RIDLEY (1970).

Las heces previamente fijadas con formol (2 gr de heces en 5<7
ml de formol el 10 %) se tamizan por cuatro dobleces de gasa para

eliminar los residuos pesados o voluminosos,

.La suspensién que se obtiene se recoge en tubos de centrifuga
cénicos de 10 ml, a los que se afiaden 2-=-3 ml de éter, Se procede
a una agitecién vigorosa durante unos segundos tapando el tubo con
un tapdn de goma, y a su centrifugacifn posterior a 1500 rpm duran

ts 3°,

Con la centrifugacidén el contenido del tubo se reparte en cua-
tro capas @
l, Capa de éter doﬁda se encuentran todos los elemen
tos grasos.
2. Interfase que eparece como una capa espesa consti
tuida por restos lipé6filoes.

I Capa acuosa.
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4, Sedimento donde se acumulan les sustancias hidrd
filas pesadas y los diversos elementos parasita-

rios, huesvos y guistes,

Se decanta el sobrenadante volcando bruscamente el tubo de cen
trifuga, con lo que las tres capas superficiales son esliminadas.
Puede ocurrir que la pelicula de restos lipéfilos sea muy espesa,
deberd entonces despegarse de las paredes del tubo de centrifuga

a las que se adhiers, con ayuda de una pipeta Pasteur,

Se preparan diversos frotis de la muestra a partir del sedimen

to donde deben encontrarse los ooquistes de Cryptosporidium, E1

sedimento debe homogeneizarse dando giros al tubo o ayudéndonos

con una pipeta Pasteur,

Mediante esta técnica de concentracién quedan adn muchos resi-
duos fecales sin eliminar, como son restos celulédsicos, granos de
almidén, células pétreas, cristales, pero es una buena y sencilla

técnice de concentracién de ooquistes,

ITI. 1 . 3. PREPARACION DE LOS FROTIS FECALES

a/ A partir de heces fijadas y concentradas.

Se deposita una gota del sedimento con una pipeta Pasteur sobre
un porta-objetos limpio y desengrasado previamente para favorecer
la adhesifn. Se realiza una extensién uniforme, no demasiado grue

sa de la gota, con la ayuda de un cubre-cbjetos.



Les extensiones se dejan secar a temperatura ambiente y se fi_

Jan después con metanol durante 5°,

Se preparan dos extensiones de cada sedimento, una se tifie se=
gin el método de Ziehl-Neelsen modificado, y la otra se utiliza

para comparar con otras tinciones como el Giemsa y la auramina.

Todos los sedimentos realizados se almacenan a 42 C en susero

fisiolégico para posteriores comprobaciones.

b/ A partir de heces frascas

Se realizan dos frotis con heces frescas, tomadas de puntos
distintos de la muestra fecal, Se preparan extensiones finas con

un palito de madera sobre porte-objetos limpios y de;engrasados.

Una vez secas las extensiones al aire, se fijan con metanol

durante 5° y después se procede a su tincidn,

II. 1. 4. TINCIONES

Las tinciones que se utilizan para el reconocimiento de los og

quistes de Cryptosporidium son :

Método de Ziehl-Neelsen modificado
Mé&todo de la auramina

Método de Giemsa

Las dos primeras técnicas se basan en la capacidad de las ooquis

tes de captar el colorante y resistir la decoloracién écida.
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II. 1. 4. 1, Ziehl-Neslsen modificado (HENAIKSEN y POHLENZ,1981)

La técnica modificada consiste en @

- Tincién con carbol-fucsina

carbol fucsina lgr
etanocl 10 ml
fenol al 5% 90 ml

La tincién se realiza en 20 minutos, calentando tres veces el
frotis, cada 7 minutos, hasta que aparezcan vapores de fucsina ,

sin permitir que llege a hervir,
- Dos lavados con agua corriente de 2 minutos,

- Decolorizacién &cida con écido sulflrico al 7 %, E1 tiempo
que tarda sn decolorarse el frotis depende de su grosor. Oscila en

unos 30 segundos,
- Lavado de 2 minutos con agua corriente,

- Contratincién con verdes malaguita al 5 % durante 2 minutos
verds malaquita 5.0 gr
etanol al 10 % 100 ml

- Cuatro lavados de un minuto con agua corriente.

Se elimina el exceso de liquido de lavado con un papel de filtro
y se dejan secar las preparaciones al eire. A continuacién se

procede a su montaje en medioc DO.P.X.

Los ooquistes adoptan un color rojo-fucsia brillante, mds o me
nos intenso segin el tiempo de decoloracién, que contrasta en gran
manera con el fondo verde. En el interior de los ooquistes pueden

visualizarse sus cuatro esporozoitos y el cuerpo residual que apa



rece como una mancha negra.

La observacién del frotis se realiza al microscopio ordinario

a 400 x y se confirma a 1000 x con el objetivo de inmersién,

II. 1. 4. 2, Giemsa

Los frotis bien secos ,una vez fijados con metancl, se cubren

durante 30 minutos con el colorante de Giemsa,

La solucién colorante se prepara con 2 gotas de solucifn de
Giemsa preparada en el comercioc por mililitro de agua destilada

y el mismo ndmero de gotas de agua del grifo.

Al cabo de los 30 minutos, el exceso de colorante se elimina
y el frotis se lava con cuidado con agua corriente y se deja se=-

car al aire, .

Los ooquistes tienen un tamafio de 4-5 pm., La coloracién del
citoplasma varia desde incoloro a rosa-violeta més o menos inten
sa, granuloso, con una zona central mds clara. E1l cuerpo residual
queda muy marcado en posicién excéntrica y los esporozoitos apa_
recen tefiidos en rojo. Muchas formas captan mal la coloracién y
son dificiles de distinguir. Las levaduras se distinguen porgue
son un poco més alargadas, aunque son de tamafio parecido, se colg

rean més intensamente en azul y su citoplasma es uniforme y liso.

La observacidén del frotis se realiza a 400 x con un microsco-
pio ordinario. Los frotis tefildos y secos se someten a montaje

con D.P.X. antes de su observacién,



IZs 1 Be 3, Auramina (SMITHWICK, 1975)

Es una técnica de fluorescencia muy utilizada para el diagnjg

tico de gérmenes é&cido-alcohol resistentes.

La técnica consiste en :
= Tincién fria por la solucién de auramina-fenol durante 15
minutos, preparada a base de dos soluciones que se mezclan y con

servan a temperatura ambients.

Solucion A Auramina O 0.1 gr
Alcohol etflico 95 % 10 ml

Solucién B Fenol 3 gr
Agua destilada 87 ml

Lavado con agua

Decolorizacién con Acido-alcohol durante 2 minutos

HCl concentrado 0.5 ml
Alcohol etflico 70 % 100 ml

- Lavado con agua

Coloracién durante 3 minutos con permanganato

ﬁynoa 0.5 gr
Agua destilada 100 ml

Esta solucién debe guardarse a temperatura ambiente en frascos

de color topacio,
= Lavado con agua

= Dejar secar los frotis a temperatura ambiente
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Los frotis una vez tenfidos se miran al microscopic de fluores-
cencia. Los ooquistes aparecen como estructuras fluorescentes rg
dondeadas de 3-5 pm de diametro. Las levaduras,por el contrario,
no toman lg auramina. Por otra parte pueden existir dificultades
de identificacién por el risgo de fluorescencias inespecificas
que pueden surgir.

La observacién del frotis se realiza a 100 x y se confirma a

400 x utilizando un microscopio de fluorescencia.

El estudio comparativo de los tres métodos de tincidn utiliza-
dos nos ha mostrado la superioridad del método de Ziehl-Neelsen

sobre la tincidén con el colorante de Giemsa y con la auramina.

II. 1. 5. CUANTIFICACION DE LOS RESULTADOS

Para tener una idea del grado de infestacién que presentan las
distintas muestras estudiadas, los resultados se cuantifican me-

diante un sistema de chCBs H

X[= cuando la observacifén de la totalidad del frotis con
un objetivo de 40 x permite la visualizacidn de 1-5

elementos parasitarios,

x cuando se observan uno o dos elementos parasitarios

en unos 10 campos microscdpicos



XX

cuando se observan hasta 1-2 parésitos por campo

cuando se observan varios parédsitos por campo
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II. 2. RESULTADOS DEL EXAMEN FECAL

II. 2. 1. ANALISIS COPROPARASITOLOGICO

Se han analizado un total de 1923 muestras fecales recibidas
en la Seccién de Parasitologfa del Servicio de Microbiologia del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, desde Julio de 1984 a Di-
ciembre de 1985 inclusive., Dicho estudio coproparesitolégico se

ha practicado en sl total de las muestras estudiadas mediante:

a/ Fijacién de una porcién de las muestras con el reactivo

M.I.F. y posterior observacién microscépica.

_ b/ Concentracién de hueﬁus de helmintos por la técnica de
KATO.
¢/ Fijacién con formol al 10 %, concentracién formol-éter

y tincién de Ziehl-Neelsen modificada,

Las muestras recogidas durants el primer afio de estudio (un to
tal de 508) correspondfan a muestras seleccionadas en funcién del
resultado del exémen microscépico de las heces fijadas mediante el

reactivo de M.I.F. La presencia de Cryptosporidium se investigé

tan solo,en aquellas en las cuales a través de dicho exé&men se cb
servaron formas morfolégicas gue a priorl consideramos podian ser
compatibles con el mencionado protozoa. Se incluyd también en el
estudio aquellas otras muestras que procedian de enfermos inmuno-
deficientes o de individuos con diarreas crénicas de etiologia no

diagnosticada.
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Durante el segundo afio el estudio se amplié a todas las mues-
tras fecales que llegaron a dicha Seccidén, lo cual significé un

total de 1415 musstras.

En la tabla n? § se especifica la positividad de las muestras
analizadas frente a diversas especies enteroparésitas. A partir
de la misma puede observarse que la seleccién previa de las mues-
tras en funcién de la morfologia de los elementos observados duran
te el exémen del M.I.F , no influye en la positividad del exémen
posterior mediante técnicas especificas para la deteccién de Cryp-—-
tosporidium. Se observa que el porcentaje de muestras positivas
fue superior en el afo 1985, cuando no se realizé ningdn tipo de

seleccién,

II. 2., 2, ESTUDIO COMPARATIVO DE OTRAS PAUTAS DE TRABAJO

En el transcurso de la experiencia se ha ensayado la efectivi=-
dad de otras técnicas diagnésticas con el fin de obtener el méxi-

mo rendimiento de los procesos a seguir,

II. 2. 2. 1. Utilidad del exé&men directo

En un total de 60 muestras fecales se realizé en paralelo 1la
tincidén de Ziehl sobre el frotis fecal directo o sobre el frotis
fecal del sedimento obtenido en la concentracién difésica. Ningu
na de las muestras que fueron positivas durante el exémen directo

resultd negativa en el exémen previa concentracién. La reconcci-
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da mala dispersién de los ooquistes de Cryptosporidium en las he-

ces nos aconsejd la realizacién de dos frotis fecales distintos,
de pequefias porciones de muestra tomadas en distintos puntos de
la masa fecal. En la tabla n? 6 se recogen los resultados obts
nidos mediante la utilizacién de los dos métodos. Puede observar
se que el exédmen previa concentracién es mucho mds fiable que el
exémen realizado en el frotis fecal directo. ODebe destacarse tam
bién el hecho, dificilmente demostrable en ndmeros, ds la irregu-

lar dispersién gque presentan los ooquistes de Cryptosporidium en

este Gltimo, Es por ello que la mayor sensibilidad de un exémen
previa concentracifn vendré dada no sélo por el hecho de haber con

centrado los ooquistes de Cryptosporidium ginoc de haber hamoganei

zado una parte més representativa de la masa fecal y haber obteni-

do por lo tanto una dispersién més regular del parésito.

II. 2. 2. 2. Tincibn de Giemsa

En un total de 391 muestras se realizé en paralelo la tincién
de Ziehl modificada y la tincidén de Giemsa con los frotis obteni-
dos de la concentracién difésica. Los resultados obtenidos con &
quellas muestras gue fueron positivas para una u otra de las téc-

nicas utilizadas se representan en la tabla n2 7.

Si bien a tenor de los resultados expresados en dicha tabla pue
de observarse que la tincién de Giemsa es una técnica sensible pa

ra la deteccién de coquistes de Cryptosporidium en las heces, el

hecho de que en la mayoria de los casos la coloracidn del parési-



MUESTRA EXAMEN OIRECTO EXAMEN PREVIA CONCENTRACION
- frotis 22 frotis
441/p XX x/= XX
468/p neg - XXX
509/p neg neg X
S31/p " neg neg XXX
637/p XXX xX XXX
705/p XXX XX XXX
730/p neg neg xX
825/p neg neg X
948/p XX x XXX
958/p neg neg x/=
P-48 x[/= neg x
P-409 X[ = neg Xx/[/=
P-436 neg neg X[
P-437 x/= neg X
P-438 neg neg x/=
pP-466 x/= neg x/=
Tabla n? 6, Positividad a Cryptosporidium en los frotis

tefildos con fucsina y confecclonados directamente de la masa
fecal o del sedimento obtenido en la concentracién difésica.




MUESTRA ZIEHL-NEELSEN GIEMSA
P-110 XXX XX
P=125 XXX XXX
P-126 XXX XXX
P-138 XXX XXX
P=140 XXX XX
P-143 x x
p-162 x/= x/=
P-171 XXX XXX
P-192 x x/=
P-199 XXX XX
P-200 XX XXX
P-202 x XX
P-203 XXX XXX
P=217 XX XX
P=220 XX XX
P-250 XX XXX
P-255 XXX XXX
P-258 XX XX

Tabla n? 7, Positividad e Cryptosporidium en los frotis
preparados a partir del sedimento de la concentracién difé-
sica y tefildos mediante la coloracién de Ziehl-Neelsen y de
Giemsa,




to resulta practicamente imperceptible, lo que la convierte casi
en una tincién negativa, dificulta el establecimiento de un diag
néstico seguro., En la mayoria de los casos dicho diagnéstico ha
debldo de confirmarse mediante la tincién con fucsina, puesto gue
la observacién de unas pocas formas incoloras de tamafio compati=-

ble con el de Cryptosporidium,si bien es sugestivo,dista mucho de

ser concluyente, Es por ello que consideramos que dicha tincidn
no es una técnica vélida para ser utilizada de forma dnica para

la investigacién del parésito.

II. 2. 2..3. Tincidn con auramina

La tincién con auramina se ha realizado sobre un total de 42
.muestras, de las cuales se habia determinado previamente su posi-
tividad o negatividad a Cryptosporidium mediante la técnica de -
Ziehl,

A partir de los resultados expresados en la tabla n? 8 se ob-
serva que la tincidn con auramina es una técnica muy sensible, que
permite una observacién répida del frotis., Sin embargo, junto a es
ta alta sensibilidad observamos también falta de especificidad ,fun
damentalmente en aguellas muestras en las cuales la parasitacidn
fuera escasa o nula, siendo muy dificil en estos casos el discer-

nir cuales sran los realmente negativos.



MUESTRA ZIEHL-NEELSEN AURAMINA
P-294 x x/=
P-308 XXX XXX
P=331 XX XXX
P=-335 X XX
P-359 XX XXX
P=397 xX XXX
P-409 x/= XX
P-431 XX XXX
P-436 : x/= x
P-437 X XX
P-438 X x
P-446 x/= XX
P-466 x/= x
P-472 XXX XXX
P-503 XXX XXX
P-505 XXX XXX
P-512 XXX XXX
P-537 x X
P=541 x[= X
P-543 x[/= X

Tabla n2 8, Positividad a Cryptosporidium en los frotis
preparados a partir del sedimento de la concentracién difédsica
y tefildos mediante las coloraciones de Ziehl y de la auramina,




MUESTRA ZIEHL~-NEELSEN AURAMINA
299/p neg neg
326/p - neg neg
P=-53 neg neg
P-4396 neg neg
P-497 neg x/=
P-510 neg x/=
P=516 neg x/=
P-520 neg X/ =
P=522 neg neg
P-526 neg neg
pP-527 neg X/ =
P-535 neg neg
P-544 neg neg
P-551 neg neg
P-559 neg neg
P=-567 neg neg
P-572 neg neg
P-581 neg neg
P=583 neg neg
pP=-585 neg neg
P-586 neg x/=
P-587 neg neg

Tebla n? 9, Positividad a Cryptosporidium en los frotis
preparados a partir del sedimento de la concentracién difésica y
tefildos mediante la coloracién de Ziehl y la técnica de la aura-
mina.
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En la tabla n? 9 puede observarse que en 6 de las muestras pre
viamente negativas se encontraron estructuras fluorescentes de mar

fologia compatible con Cryptosporidium, La realizaecién subsiguien

te de nuevos frotis fecales a los que se practicd la tincién de -
Ziehl=-Neelsen modificada no permitié confirmar dicha positividad,
Junto a ello.la observacifn de algunas formas que pudieramos consi
derar dudosas es practicamente constante en todos los frotis tefi-
dos con auramina. La imposibilidad en la observacifn de la estruc
tura interna del parésito en estos casos,impide la confirmacidén de

un diagnéstico positivo o negativo.

II. 2. 3. EXAMEN DE OTROS ENTEROPATOGENOS

La investigacién de otros orgenismos enteropatégenos de origen
bacteriano se realizé en un total de 1040 musstras., E1 estudio
bacterioldgico se basé en la inoculacidn en medio de MacConkey,
agar xilosa-=lisina-desoxicolato [XLD), agar Salmanelle-Shigella
(ss) y agar cefsulodin-irgasan-novobiocina (CIN). Para el enri
quecimiento de Salmonella se utilizé el selenito F (SF], gl me-
dio de Butzler (Bu) para el aislamiento de C. jejuni y el ager
cefoxitin-cicloserina-fructosa en anaerobiosis para Cl. diffi-

cile.

La investigacidn de organismos enteropatdgenos de origen vi
rico se realizé mediaente la técnica ELISA, para la deteccién de

antigeno de rotavirus en las heces, en un total de 226 muestras.

Los resultados obtenidos sé indican en la tabla n2 10.



MUESTRAS
N %
ESTUDIO BACTERIOLOGICO 1040
Positivos para:
Salmonella 61 (s.8)
C. jejuni 58 (s.6)
Shigella 4 (0.4)
Yersinia 9 (0.9)
Aeromonas 2 (0.2)
Plesiomonas 3 [0.3]
Cl. difficile 3 (0.3)
ESTUDIO VIROLOGICO 226
Positivos para 26 (11.5)
rotavirus

Tabla n? 10. Investigacidn de otros enteropaté
genos.
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II. 2, 4, RELACION ENTRE LA INFESTACION POR CRYPTOSPORIDIUM Y
LA SINTOMATOLOGIA DEL ENFERMO.

El total de las muestres fecales estudiadas pertenscientes & in
dividuos afectos de gastroenteritis ha sido de 1324, de las cuales
81 fueron positivas para Cryptosporidium, mientras que de las 599

muestras correspondientes a individuos afectos de otros cuadros pa
tolégicos tan solo 4 resultaron positivos a dicho parédsito- (Tabla
n? 11)., En la tabla n? 12 y con fines comparativos se incluyen los

mismos datos correspondientes al parasitismo por Giardia intestina-

1lis en la poblacién estudiada. Puede observarse que de 148 mues-

tras gue resultaron positivas a G intestinalis , 124 correspondfan

a individuos afectos de gastroenteritis mientras que tan solo 24

correspondfan a individuos afectos de otras petologias.

En la tabla n? 13 se indican entre otros datos el estado fisico
de la muestra fecal remitida al laboratorio correspondiente a ague

1los individuos que resultaron positivos a Cryptosporidium. Puede

observarse que sl 9.4% de las muestras tenian consistencia liguida,
84,7% pastosa y unicamente el 5.8% eran formes. Se sefialan también
los estudios coprolégicos realizados en dichas muestras y el resul

tado de los mismos.,
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Figura n2 5
Oogquistes de Cryptosporidium
Tincifn de Ziehl 600x

Figura n? 6

Ooquistes de Cryptosporidium

Tincifn de Giemsa 400x
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Figura n? 7

Ooquistes de Cryptosporidium
Tincién de Ziehl 1B00x

Figura n? 8

Dogyuistes de Cryptosporidium
Tincin de Giemsa 1800x




II. 3. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

II. 3. 1. INFLUENCIA DE LA EDAD

A partir de los datos referidos en la tabla n? 13 se observa
que la mayoria de los pacientes a los cuales ss detectaron ocoguis

tes de Cryptosporidium en sus heces eren nifios de edad inferior a

los 2 afios., Tan solo en 4 casos se trataba de individuos adultos
ya que las muestras 142, 144 y 189 correspondian a un estudio se-

riado de un mismo paciente.

En la tabla n2 14 se indican los grupos de edad a que corres—

pondfan los pacientes parasitados.

Puede observarse en la misma que la criptosporidiaesis es més
frecuente en nifios de corta edad, convirtiendose en esporédica a

parfir de los 3 afios,

II. 3. 2. INFLUENCIA DEL SEXO

En las tablas n? 15 y 16 se reparten las muestras y pacientes

que fueron positivos para Cryptosporidium y para Giardia intesti

nalis segtn el sexo y grupos de edad. En ambos casos se observa
que si bien la poblacién adulta no parece presentar una influen-
cia del sexo en la prevalencia de la parasitacién, en la pobla-
cién pedidtrica parece observarse en ambos casos una mayor pre=-

disposicién del sexo masculino,
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EDAD PACIENTES

i N %
{ 12m 7 (12.28)
12 - 24m 22 (38.59)
24 - 48m 17 (29.82)
3-4a 3 ( s.28)
5-6a 1 ( 1.79)
7 = l4a o ( =)
Y lda 5 ( 8.77)
Edad desconocida 2 ( 3.50)

Tabla n? 14, Reparticidn de los casos positivos

segtn los grupos de edad.



MUESTRAS PACIENTES
N % N
ADULTOS 7 (0.75) 5
- d 3 (0.72) 3
2 4 (0.78) 2
NINOS 78  (7.80) 52
d s6  (9.35) 35
? 23 (5.58) 17
TOTALES 85 (a.42) 57

Tabla n2 15, Parasitismo por Cryptosporidium. Reparti_

cifn seglin edad y sexo.
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MUESTRAS PACIENTES
N % N
ADULTOS 29  (3.14) 26
a 13 (3.14) 13
p 16 (3.13) 13
NINGS 119 (11.90) 105
es (14.45) 72
? 34 (8.25) 33
TOTALES 148 (7.69) 131

Tabla n2 16,

cién segin edad y sexo,

Parasitismo por G. intestinalis, Reparti




II. 3. 3, EVOLUCION ANUAL

La evolucidn anual de la prevalencia de la criptosporidiasis
en la poblacién estudiada se indica en la tabla n? 17 y la figu
ran? 9 , Para fines comparativos se incluyen también los da-

tos correspondientes al parasitismo por Giardie intestinalis en

la misma, En ambos casos puede acbservarse una heterogénea dis-
tribucién de los casos positivos a lo largo del afio, Si bien
es de notar que los incrementos en ambas parasitosis coinciden
en algunos momentos determinados (Octubre y Noviembre de 1985]

esto no ocurre de forma habitual ni regular.

II. 3. 4. PROCEDENCIA DEL PACIENTE

A excepcién de 9 pacientes residentes fuera de Barcelona todos
los demés casos estudiados corrsspondfan a individuos procedentes
de distintas zonas de esta ciudad. En la figura n210 se sitdan
en el mapa de Barcelona los domicilios de cada uno de los pacien—
tes afectos de criptosporidiasis. A priorl parece observarse que
dicha reparticién este unicamente condicionada por el drea de in-

fluencia del hospital en 8l ques se ha realizgdo el estudio.

La procedencia de los otros enfermos fue la que a.continuacidén
se indica : Badalona, Cerdanyola del Vallds, Hospitalet, E1 Prat
de LLobregat, Vic, Viladecans y Vilanova i la Geltrd, Puede ob-

sarvarse que también en este caso la misma es muy heterogénea.



CRYPTOSPORIDIUM GIARDIA INTESTINALIS
Muestra Paciente Muestra Paciente
N % N %

Afio 1984
Julio 2 (6.2) 2 2 (6.2) 2
Agosto o(=-) 0 9 (14.7) 8
Septiembre 1 (1.3) 1 2 (2.5) 2
Octubre 1 (0.8) 1 4 (3.2) 4
Noviembre 4 (3,0) 3 10 (7.6) 10
Diciembre o(-) 0 4 (5.0) a

Afio 1985
Enero o(-) 0 11 (10.9) 11
Febrero 3 (2.8) i 13 (12.3) 11
Marzo 1 (1.0) 1 6 (6.0) 6
Abril 0o(=-) 0 6 (8.3) 5
Mayo- 5 (3.7) 3 7 (5.3) 7
Junio 4 (3.0) 3 10 (7.5) 9
Julio 7 (6.5) 1 4 (3.7) a
Agosto 1 (1,7) 1 4 (6.8) 4
Septiembre 5 (5.4) 4 14 (15.2) 9
Octubre 26 (11.4) 19 22 (9.7) 20
Noviembre 16 (10.2) 11 12 (7.6) 10
Diciembre 9 (7.0) 6 8 (6.2) 6

Tabla n2 17,

Evolucién anual de los casos de criptospori-

diosis y gilardiasis diagnosticados.
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II. 4. MANIFESTACIONES CLINICAS

En la tabla n218 se resumen los datos obtenidos de los histo-
riales clinicos de aquellos pacientes de los cuales ss aislé Cryp-
tosporidium, Como ya se ha indicado anteriormente 53 presentaban
transtornos gastrointestinales, todos ellos afectos de diarrea més
0 menos aguda con un nimero de deposiciones variable que oscilaba
entre 1-15 deposiciones diarias, aun cuando lo habitual fuera de
entre 3 y 5., Tan solo en 3 casos se sefialaba la presencia de mo=-
co en las heces y unicamente en 1 la presencia de sangre. Dicho
paciente, de 49 afios de edad, que manifestaba tener transtornos -

.intestinales desde hacia 2 afios, acudid al servicio de urgencias
y tuvo que ser hospitalizado al presentar un cuadro de gastroente
ritis con 12 a 15 dsposiciones diarias, fiebre y deshidratacidén.’

‘ El coprocultivo detectd también la presencia de Campylobacter je-

auﬁi. El cuadro clinico remitlis espontaneamente en 3 dias al ca-
bo de los cuales fue dado de alta y los controles subsiguientes

resultaron negativos.,

Junto al cuadro diarreico destaca en la mayoria de los casos la
presencia de un dolor abdominal agudo. De forma més esporéddica se
sgfala la presencia de fiebre sin que en la mayoria de los casos
se conozca el limite alcanzado. También de forma esporéddica se se
fiala la presencia de naussas y vémitos, La deshidratacién viene

indicada unicamente en 2 casos, lo mismo que la pérdida de peso,

Los otros cuatro pacientes afectos de criptosporidiasis que no
presentaban cuadro de gastroenteritis tenian patologfas muy varia

das., En un caso se trataba de una paciente de 20 afios afecta de
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urticaria. En otro caso fue un paciente de 27 afios con un cuadro
de esstrenimiento posterior a un viaje a Africa. En los otros dos
casos se trataba de dos nifios cuyos historiales clinicos sefiala-
ban : en el primero bronquitis, tos y otitis, si bien el exdmen

fecal did como resultado la presencia de Cryptosporidium, Giardia

intestinalis y Salmonella enteritidis grupo B; en el otro caso se

trataba de un nifio con sospscha de oxiuriasis, al manifestar dolor
abdominal,'tos nocturna y rechinar de dientss, sin que en la cin-

ta de Graham se detectara la presencia de Enterobius vermicularis.

A pesar de que en todos los casos se solicité, bien fuera telefo
nicamente, bien fuera a través de carta,la presencia del paciente
para la realizacién de sucesivos controles, é&stos se pudieron uni-
camente realizar en un n@mero limitado de casos. ODebemos de supo-
ner gue en aqusllos en los cuales el paciente no se sometid a con-
trol la sintomatologie debid de remitir espontaneamente en poco -

tiempo. E1 total de dichos pacientes se elevd a 29,

Algunos de los pacientes gue se sometieron a control abandona-
ron el mismo antes de que la emisién de ooquistes se interrumpiera,
por lo que no podemos en estos casos precisar el tiempo méximo que
duréd la misma, si bien sabemos que en 1 caso se prolongé mds de una

semana y en otros 2 casos mds de dos semanas,

En otros 5 casos el control se demord més tiempo del establecido
por lo que si bien el mismo resultd negativo,no sabemos en que mo-
mento remitid la eliminacién de ooquistes., Dichos controles se e~
fectuaron a las dos semanas en un paciente, a las tres semanas en

2 pacientes, al mes y a los dos meses en otros 2 pacientes,



Tan solo en 20 casos se efectuaron controles semanales que per-
mitieron observar el tiempo de eliminacién de coquistes. En 8 ca-
sos dicho tiempo fue inferior a una semana, en 3 se prolongé hasta
la segunda semana, en 8 se prolongé entre 15 dfas y un mes,y tan
solo en 1 caso fue superior al mes, sin que llegara a negativizar-

se.



PACIENTES CON GASTROENTERITIS  'S3 (92.98 %)
Diarrea 53 (92.98 %)
con moco 3 ( 5.26 %)
con sangre 1 ( 1.75 %)
Dolor abdominal as (68.42 %)
Nauseas 2 ( 3.50 %)
vémitos 6 (10.52 %)
Fiebre 8 (14.03 %)
Deshidratacién 2 ( 3.50 %)
N2 de deposiciones 1-15
Pérdida de peso 2 ( 3.50 %)
PACIENTES CON OTRAS PATOLOGIAS 4 ( 7.01 %)
Urticaria 1 (1.75 %)
Estrefiimiento 1 ( 1.75 %)
Bronquitis 1 ( 1.75 %)
Tos 1 (1.75 %)
NUMERO TOTAL DE PACIENTES 57

Tabla n? 18, Resumen de la sintomatologia presentada
por los pacientes diagnosticados de criptosporidiosis.




III.

DISCUSION
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El trabajo gue se presenta se planted con el objetivo fundamen
tal de la determinacién de la incidencia de la Criptosporidiosis
en la poblacién hospitalaria Barcelonesa, Las técnicas empleadas
en un principlio fueron aquellas que la bibliografia consultada a-
consejaba como de mayor éiabilidad y fécil ejecucidn, y que nos
fueron también recomendadas, mediante comunicacién personal, por

el Or L.J. Barcia del C.D0.C. de Atlanta (U.5.A.).

La aplicacién conjunta de diversas técnicas diagnésticas para
la deteccifn de parésitos enteropatdgenos incrementa siempre el nd
mero de positividades detectadas, méxime cuando estas técnicas se
basan unicamente en la observacién y reconocimiento de tales paré
sitos, en base a sus caracteristicas tintoriales y morfolégicas .
Sin embargoe la rutina hospitalaria obliga a limitar el ndmero de
procesos a seguir y de determinaciones a efectuar en funclién de la

relacién rendimiento/costo que de las mismas pueda obtenerses.

‘La aplicacién conjunta de la tincién de Ziehl-Neelsen modifica-
da y de Giemsa a los frotis confeccionados, previa concentracidn
formol-éter, a tenor de los resultados obtenidos, consideramos que
es innecesaria, ya que practicamente nunca la tincién de Giemsa ha
permitido confirmar un diagnéstico gue no lo estuviera ya con la
sola utilizacién de la tincién con fuecsina. No ha sido asi en el
caso inverso ya que la tincién negativa o debilmentes azulada que
se produce mediante el Giemsa, no permite afirmar una Criptospori-
diosis, fundamentalmente cuando el nimero de elementos presentes

es bajo.



La tinci6n del frotis directo en lugar del procedente del con

centrado se ha mostrado como una técnica muy inconstante, dada la

irregular
n?e 6). A
GARCIA et
ter reune
dad en el
a/
b/
c/
d /

reparticién de los ooquistes en la masa fecal (Tabla

tenor de ello y de acuerdo con JOKIPII et al (1983) vy
al (1983), consideramos que la concentracién formol-é-
una serie ds ventajas qus la convierten de gran utili-

diagnéstico de esta parasitosis :

La fijacién con formol de la muestra evita el riesgo
de contaminacién, de gran importancia sobrs todo cuan-
do se trata de manejar muestras procedentes de indivi-
duos afectos de SIDA, en los cuales la criptosporidio-

sis presenta una importancia especial,

La concentracifn formol-éter es aplicada en muchos la
boratorios para la determinacién de otros parésitos in
testinales. Su utilizacién, por lo tanto, no requiere
en muchos casos la introduccién de una técnica adicio-
nal o, en cualquier caso, pusde sustituir a otra que pa

ra ests fin se estuviera utilizando.

La concentracidn formol-éter comporta la utilizacién
de un volumen aceptable de muestra fecal (aproximada-
mente 1 gr), obteniendose frotis en los que la disper-

sifn de los ocoquistes de Cryptosporidium es homogénea,

facilitando por lo tanto su visualizacién,

Los sedimentos obtenidos en la concentracién furmol—g
ter pueden ser utilizados para la confeccién de prepa~
raciones permanentes, las cuales puaden ser sometidas

a diversas técnicas de tincidén.
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La ticién con auramina, tal como se ha indicado en el aparta .
do II. 2. 2. 3. , se ha mastrado como una técnica muy sensible,
y de fédcil y rédpida observacién cuando la muestra presentaba una
tasa de infestaci6n aceptable. En efecto, el carédcter fluores-
cente de este colorante facilita enormemente la observacién de
los ooguistes, la cual puede realizerse con toda comodidad median
te un pbjetivo de 10x o 20x. Ello no es habitualmente posible
cuando se trata de una tincién con fucsina, debido a la frecuen-
te presencia de artefactos tefiidos de rojo, gue pueden inducir a
confusién cuanda se observa la muestra a pocos sumentos, o a la
de ooquistaes poco tefiidos que pueden pasar desapercibideos, Sin
embargo también en este caso aparecen artefactos fluorescentes

de tamario compatible con el de Cryptosporidium que dificultan la

emisidn del diagnéstico, sobre todo cuando se hallan en muy bajo
nimerc. WEIKEL et al (1985) recomiendan la aplicacién de la tin
cibén con auramina como técnica de screening y la posterior tin-—

cién del frotis con fucsina en caso de duda. Sin embargo, de los
resultados de nuestra experiencia deducimos que sste proceder di

ficulta méds que simplifica la rutina de trabajoc.

Por todo ello, al igual que GARCIA et al (1983) y a tenor de
nuestra experiencia, consideramos que la concentracidn formol-é_
ter, ssguida de la tinciém de Ziehl-Neelsen modificada, es la pau

ta de trabajo gue proporciona mejores resultados.

El exémen de las 1923 muestras fecales de este estudio confir-
ma la opinién ya expresada por PORTUS et al (1985) acerca la fre
cuencia de la criptosporidiosis humana en nuestro entorno, en in=

dividuos sin enfermedad de base, ya que han resultado positivas



el 4.4 % de las muestras examinadas, porcentaje parecido al ha
llado por TZIPORI et al (1983) en Australia, también en pobla-
cién hospitalaria afecta de gastroenteritis (4.1 %), en un estu
did realizado durante un periodo de tiempo similer al presente

(16 meses), y sobre un ndmero de muestras considerable (884).

De los datos obtenidos en la bibligFia acerca la prevalencia
de la criptosporidiosis humana, resumidos sn la tabla n2 2 se
desprende la variable prevalencia de esta parasitosis en los pai
ses donde la misma se ha estudiado. Ello no es, sin embargo ,
sorprendente si tenemos en cuenta que dichos estudios se han rea
lizado siempre en series muy cortas y corresponden a trabajos

muy puntuales,

De los resultados de la tabla n2? 17 puede desprenderse la i-
rregular incidencia de esta parasitosis durante el ano, siendo

habitualmente baja, mucho mds que Giardia intestinalis, si bien

en ocasiones, por causas no aclaradas alcanze valores altos, ta
les como los hallados durante los meses de Octubre y Noviembre

de 1985, en los cuales resultaron positivas por Cryptosporidium

el 11.4 % y 10.2 %, respectivamente, de las muestras llegadas

al laboratorio, frente al 9.7 % y 7.6 % parasitadas por Giardia
durante el mismo periodo. Un estudio previo y puntual realizado
por SERRA et al [1984), durante la primavera de 1984 permitid de

tectar la presencia de Cryptosporidium en 25 de 160 muestras fe-

cales obtenidas de distintos grupos de poblacién (infantil y a-
dulta; controles sanos, pacientes con gastroenteritis o con otras
sintomatologfas), si bien, 18 de entre las positivas correspon-

dian a un lote de 22 procedente de una guarderia infantil en la
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que se habia declarado un brote de gastroenteritis,

Esta tendencia de Cryptosporidium a producir brotes epidémi-

cos (4 epidemias detectadas en guarderias infantiles de Barce-
lona, segin datos no publicados, aportados por SERRA et al), Jjus
tifica su irregular distribucién anual, méxime cuando los estu-
dios se han realizado con series cortas de pacientes. TZIPORI

et al (1983) encuentran un 7 % de muestras positivas durante los
meses de febrero-mayo de 1981 y tan solo un 2.7 % en el mismo pe
riodo del afio siguiente. MATHAN et al (1985) en el sur de la In
dia hallan una mayor incidencila durante los meses de lluvia, si

bien WEIKEL et al (1985) en el Brasil sefialan una mayor prevalen

cia de casaos durante la estacién sseca,

La heterogeneidad de las poblaciones estudiadas por los divqg
sos autores, justifica también la heterogeneidad de resultados ,
aun cuando podemos afirmar que nuestros resultados, coinciden con
la mayoria que-afirma que la. criptosporidicosis en individuos sin
enfermedad de base afecta fundamentalmente a la poblacién pedid-

trica.

En la tabla n? 14 puede observarss que el 80 % ds los pacien-
tes diagnosticados de criptosporidiosis tenian una edad inferior
a los 3 afios, lo que coincide con los datos obtenidos por MATHAN
et al (1985) en el sur de la India , WEIKEL et al (1985) en el
norte de Brasil y BOGAERTS et al (1984) en Africa Central,

Vemos por lo tanto que el tipo de poblacidén parasitada por

Cryptosporidium es similar e la de otros enteropatégenos, funda-

mentalmente Salmonella y Campylobacter jejuni,que infestan habi-
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tualmente a nifios de hasta 2 afios (MIRELIS et al, en prensa).

51 comparamos el parasitismo por Cryptosporidium y por Giar-

dia en la poblacién estudiada, vemos que si bien en embos casas
la poblacién infantil es la mds afectada, la incidencia de Biar-

dia en la poblacién adulta es mayor (Tablas ne 15 y 16),

Al relacionar el sexo con los dos grupos poblacionales esta-
blecidos (pedidtrico y adulto) y sin que podamos vislumbrar la
causa, notamos que en la edéd adulta el sexo no parece influir
en la tasa de infestacién, por el contrario, si que parece tsner
influencia en la edad infantil, en la cual el nimero de varones

parasitados tanto por Cryptosporidium como por Giardia es més

del doble que el ndmero de hembras. (Tablas n2 15 y 16).

La distribucién de los domicilios de los pacientss diagnosti
cados de criptosporidiosis no parece manifestar la existencia de
un foco.de infestacidn urbana, sino que ia misma obedece a2l 4rea
de influencia hospitalaria del centro donde se realizé el estu-

dio,

La importancia de Cryptosporidium como causa de dierrea pare-
ce quedar manifiesta al habarsé hallado en el 6.1 % de las muss-
tras procadentes de individuos con gastroenteritis frente a una
positividad de tan solo el 0.6 % de aguellas que praovenian de pa
clentes con otros cuadros patoldgicos. La diferencia es muchao
menor en el casa ds la glardiasis para la cual los porcentajes
obtenidos fueron de un 9.4 % y 4,0 % respectivamente (Tablas n2
11 y 12), De todas maneras la frecuencia del estado de portadar

en esta Gltima afeccién es de todos conacida,



E1l hecho de tratarse de un estudio realizado sobre una pobla
cién haospitalaria y sin un lote de controles sanos nos impide
precisar la incidencia real de esta afeccién en la poblacién nor
mal y la frecuencia del estado de portador, Sin embargo, y a te
nor de los resultados obtenidos parece desprenderse que la infes

tacién por Cryptosporidium da lugar por regla general a cuadros

de gastroenteritis, sobre todo en pacientes de corta edad ( <3 a
fios). Es también de sefialar que la mayoria de los casaos diagnos
ticados procedian del Servicio de Urgencias Pedidtricas del Hos=-
pital,

La asoclacién de Cryptosporidium con otros enteraopatégenos

fue frecuente, en 10 ocasiones se halld asoclado a Giardia intes

tinalis, en 4 a Campylobacter jejuni, en 3 a Salmonella y en o=-

tras tres a Dientamoceba,

Los datos resumidos en el cuadro n? 18 muestran que la crip
tosporidiosis en la poblacién estudiada, sin enfermedad de base
conocida, presenta unas manifestaciones clfnicas que coinciden
con las descritas por otros autores y ya resumidas en el capitu-

lo I. 2, 2,

La prolongacién de la emisién de ocoguistes fue muy variable,
51 suponemos qus en los 29 paclentes gque no se sometieron a con-
trol,la remisién del cuadro patolégico y de la emisién de ooguis
tes fue répida, podemos considerar gue en mds de la mitad de los
pacientes ésta se produjo en menos de una semana, desde el momen
to en que se diagnosticéd la criptosporidiosis, si bien en muchos
casos cuando ello se realizd el cuadro de gastroenteritis lleva-

ba varios dias e incluso semanas de evolucién. En 11 ocasiones
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(20 % de los casos) la eliminacién de ocoquistes se prolongd més
de 15 dias desde el momento de su hallazgo, si bien debe sefialar
se que en algunos de estos casos los pacilentes sometidos a con=
trol estaban ya totalmente asintométicos y las tasa de infesta-
cién fecal era muy baja. Debemas hacer mencidén gue ninguno de
los pacientes diagnosticados recibié una terapia especifica,sien
do unicamente sometidos a dieta astringente o tratamiento sinto-

mético,

Si bien los resultados obtenidos no nos permiten ser conclu-
yentes acerca la prolongacién del cuadro de gastroenteritis pro

ducido por Cryptosporidium, y del tiempo que se prolonga la eli

minacién de ooquistes, permaneciendo o no en estado de portador,
a tenor de los mismos podemos indicar que al igual que MATHAN et

al (1985) e ISAACS et al (1985), consideramos gue Cryptosporidium

se presenta muy frecuentements en individuos con diarreas créni-
cas de larga duracién, y que la eliminacién de ooquistes en la
mayoria de los casos se prolonga coma minimo unaos 10-15 dias, aun

en ausencia de cuadro patolégico,
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a2

Relacionadas con las técnicas diagnédsticas :

1/ La reparticién de Cryptosporidium en la masa fecal es muy

irregular por lo gqus los resultados obtenidos del frotis di
recto son muy variables, Es aconsejabls por lo tanto la u-

tilizacidén de técnicas de concentracidén,

2/ La tincién de Ziehl-Neelsen modificada permite una fécil
visualizacién y reconocimiento del parésito en base a sus

caracteristicas morfolégicas y tintoriales.

3/ La tincién de Giemsa no aporta ninguna ventaja a la ante-
rior, antes bien, la tincidén negativa que se produce en la
mayorfa de los casos dificulta el reconocimiento especifico

del parésito.

a/ La tincién con auramina es una técnica muy sensible y que
facilita la visualizacién del parésito, si bien la presencia

de artefactos fluorescentes da lugar a errores. de lectura.

5/ De los resultados obtenidos en este estudio concluimos que
la concentracién formol-éter de Ritchie, acompafiada de la
tinci6n con fucsina fenicada es un buen método para el diag

ndstico de la criptosporidiosis humana,

Relacionadas con la epidemiologfa :

1/ Cryptosporidium es un protozoo frecuente en nuestro medio,

fundamentalmente entre la poblacién afecta de gastroenteri-

tis, en la cual se ha detectado en el 6.1 % ds las muestras



2/

3/

a/

5/

estudiadas,

La positividad se incrementa en la edad infantil (9.2 %
de muestras positivas, en nifias con transtornos intestina
les), hablendo correspondido el 80 % de las positividades

a nifios menores de 3 arios.,

Dos tercios de las muestras positivas para Cryptospori-
dium han correspondido a nifios del sexo masculina, y tan

solo el tercio restante a nifios del sexo femenino.

La distribucién anual de la criptosporidiosis es irregu
lar, si bien parece que ello no ocbedece a una marcada es—
tacionalidad, sino a brotes epidémicos de origen, por el

momento, desconocido,

La reparticién urbana de la criptosporidiosis en Barce-

‘lona no parece estar focalizada,

Relacionadas con la sintomatologia :

1/

La criptosporidiosis en nifios de corta edad y sin enfer
medad de base se caracteriza por un cuadro de diarrea més
o menos aguda, con heces habitualmente pastosas, raramente
con moco y sangre. El nimero de deposiciones diarias es
variable si bien, por lo general, oscila entre 3 y 5. E1
cuadro diarreico se acompafia generalmente de dolor abdomi-
nal aguda, més raramente de nauseas y vOmitos, lo mismo que

de fiebre. De forma muy esporédica llega a producirse des



84

hidratacién y pérdida de peso.
La duracién de la eliminacién de ooquistes es variable, desde

una semana a més de un mes, con remisién esponténea de la misma,
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