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RESUMEN

Cryptosporidium es un género de parasitos unicelulares capaces de infectar a una
amplia gama de animales, incluyendo al hombre. Las especies de Cryptosporidium
son miembros del filo Apicomplexa. Es un parasito entérico, que durante su ciclo de
vida presenta etapas de reproduccion sexual y asexual. Se reconocen mas de 30
especies de Cryptosporidium, algunas especificas de huésped definido, mientras que
otras infectan un rango de huéspedes mas amplio, causando una enfermedad

gastrointestinal de distribucién mundial.

Se estima que las enfermedades transmitidas por el agua causan mas de 2.2 millones
de muertes por afio y muchos casos de enfermedades gastrointestinales todos los
dias, en todo el mundo, tanto en paises desarrollados como en los paises
subdesarrollo. Cryptosporidium se ha establecido como uno de los principales
parasitos que afectan al hombre y animales mediante la transmision por via oral al
ingerir agua contaminada, ya que la etapa infecciosa de Cryptosporidium se encuentra
en la mayoria de las aguas. Un problema que presentan las plantas tratadoras de agua
es la resistencia de los ooquistes a los desinfectantes utilizados habitualmente, para
tratar el agua que llega al consumo humano. Debido a que hay diferentes especies su
distribucion es mundial, afectando principalmente a animales jévenes e
inmunodeprimidos, se estima una prevalencia en los grupos susceptibles a la infeccion
por Cryptosporidium spp de 9.5% a nivel global, pero en paises con una alta tasa de
VIH puede ser mucho mayor principalmente en paises africanos donde se ha
encontrado hasta un 34%, causando multiples brotes a lo largo de la historia.

El presente trabajo se elaboré con la finalidad de recabar informacién sobre la
prevalencia de Cryptosporidium spp. en fuentes de agua, recopilando articulos

cientificos.

Palabras clave: Cryptosporidium, Viabilidad, Brotes, Agua, Prevalencia,

Enfermedades emergentes.
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l. Introduccién.

Cryptosporidium spp. pertenece a un género de parasitos unicelulares capaces de
infectar a una amplia gama de animales y al hombre, debido a su potencial zoonético
(Bones et al., 2018). Presenta una enfermedad gastrointestinal en humanos y animales
de distribucion mundial (Hlavsa et al., 2017; Pumipuntu y Piratae, 2018). Existen mas
de 30 especies de Cryptosporidium, la mayoria afectan el tracto gastrointestinal
excepto Cryptosporidium baileyi que puede llegar a afectar el sistema respiratorio de
las aves (Li et al., 2020). Tiene un ciclo de vida complejo que consta de una fase
asexual (merogonia) y una fase sexual (gametogonia) que culmina en la formacion de
ooquistes (Wilke et al., 2018).

La evaluacion de la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium es crucial para
evaluar la importancia para la salud publica de este importante protozoo zoonatico. La
viabilidad se evalla comunmente en preparaciones humedas después del
pretratamiento con acido y la tincion con tintes vitales fluorogénicos (Hamdy et al.
2019).

La baja dosis infecciosa de estos parasitos protozoarios significa que aumenta el
riesgo asociado para la salud publica. El ID 50 (nidmero de ooquistes necesarios para
infectar al 50% de las personas expuestas) se estimo entre 10 y 83 ooquistes en
adultos sanos para Cryptosporidium. La viabilidad y la infectividad de los ooquistes no
se modifican visiblemente después de varias semanas de almacenamiento, La
viabilidad de los esporozoitos se evalu6 en funcion de su forma, estructura y motilidad
(Jaskiewicz et al., 2018) Cualquier modificacién visible en la morfologia, la integridad
de la pared y el contenido interno de los ooquistes puede indicar una pérdida de

viabilidad a nivel del parasito unico (Hamdy et al. 2019).

Por lo cual pude contaminar la mayoria de las aguas superficiales de todo el mundo
se ha notificado que la prevalencia de este microorganismo es variable, en funcion de
las caracteristicas socioeconémicas de la poblacién, ya que es mas frecuente en los
lugares con problemas de infraestructura en las canalizaciones de agua potable, en

las piscinas, en la eliminacion de aguas residuales o con estrecho contacto con
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animales (Hernandez, Hernandez y Cortés, 2018). En paises latinoamericanos se han
establecido cifras de prevalencia de ooquistes en el agua: en Brasil se determind en
un 18.7 %, en Argentina del 3.9 %, Costa Rica 4.3 %, Venezuela 10.8 %, Ecuador 11.2
%, Guatemala 13.8 %-16.7% en Haiti y en Colombia de 33.2 % (Garcia et al., 2014).
En México se estima que la tasa de prevalencia de Cryptosporidium spp es de 7.7%,

superior al porcentaje reportado en Argentina y Vietnam (Galvan et al., 2019).

Debido a la resistencia y a la distribucion mundial, las especies de Cryptosporidium
spp han Causado diversos brotes de a lo largo de la historia en la mayoria de los
continentes. En 1993 Cryptosporidium se produjo un brote de criptosporidiosis en
Milwaukee, este brote no solo fue la primera aparicion significativa de Cryptosporidium
spp. como un patégeno humano importante, sino también fue un enorme brote
transmitido por el agua que afecto a miles de personas de una ciudad importante de
América del Norte, Con un costo asociado a la enfermedad estimado de US $ 96,2 M
y 100 muertes. Desde entonces, los brotes de criptosporidiosis ocurren regularmente
en todo el mundo (Gargala, 2008; Zahedi et al., 2018).

Un problema que han presentado las platas tratadoras de agua es la asociacion que
tienen los ooquistes con biopeliculas, se sugirié por primera vez después de un brote
de criptosporidiosis transmitida por el agua que se produjo en el noroeste de Inglaterra
en marzo de 2000. El equipo de control del brote sugirié cambiar el suministro de agua
del area afectada por el brote para eliminar cualquier contaminacion del agua de
ooquiste. Sin embargo, los ooquistes permanecieron microscépicamente detectables
en agua hasta 19 dias después del cambio. Los investigadores plantearon la hipotesis
de la retencion y posterior liberacion gradual de ooquiste, en la biopelicula,

desarrollada en la superficie de las tuberias de distribucién (Lefebvre et al., 2021).



Il. Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium pertenece a un género de parasitos unicelulares capaces de infectar
a una amplia gama de animales y al hombre (Bones et al., 2018), debido a su potencial
zoonatico (Ogendo et al., 2017; Ayele et al., 2018; Das et al., 2019; Firoozi et al., 2019;
Dessi et al., 2020). La presencia de esta enfermedad gastrointestinal es de notificacion

obligatoria en humanos (Hlavsa et al., 2017).

Fue descrita en 1907 por Tyzzer. Mas tarde en 1912 se reporta Cryptosporidium
parvum con estadios de desarrollo solo en el intestino delgado de ratones y ooquistes

pequenos.

En 1955 se reporta Cryptosporidium meleagridis en pavos. Posteriormente en 1971
Cryptosporidium spp. fue asociado a diarreas en bovinos. En 1976, se reportd
criptosporidiosis en humanos (Petrincova et al., 2015). En 1977 informan por primera

vez en forma completa Cryptosporidium en reptiles (Arrowood, 2002).

En 1990, gracias a las técnicas moleculares, se identifica y clasifica de manera més
compleja hacia que especies y que hospedadores, son susceptibles a
Cryptosporidium. Y en 1990 se reportan aspectos epidemiolégicos de la

criptosporidiosis en humanos.

En 1991, establecen la criptosporidiosis como una de las infecciones entéricas mas
comunes en el humano. En 2001 se reporté estudios realizados en el Estado Zulia que
sugieren que la transmision de hombre a hombre es dominante, lo que favorece el
predominio del genotipo humano. En 2002, se sefiala a Cryptosporidium como agente
ubicuo en la naturaleza debido a asociaciones ecoldgicas y al agua como su principal

agente de diseminacion (De la Parte et al., 2005).

Después de ser observada por primera vez en la mucosa gastrica de ratones
asintomaticos por Tyzzer (Meinhardt, Casemore y Miller 1996; Xiao et al., 2004;
Bastidas y Rosales 2017). Fue clasificado junto con otros parasitos coccidios entéricos
en el orden Eucoccidiida sobre la base de muchas similitudes en sus caracteristicas

morfologicas y ciclos de vida complejo (Ghazy et al., 2015).



Sin embargo, investigaciones recientes han presenta varias peculiaridades
morfologicas que separan a estas especies de otras coccidias, (Nocciolini et al., 2018).
Los datos moleculares que se han proporcionado en términos de vigilancia y
biodiversidad han desafiado la percepcion de lo que es Cryptosporidium en términos
de sus relaciones filogenéticas, estos incluyen: la ubicacion de Cryptosporidium dentro
de la célula huésped, donde las etapas de desarrollo enddégenas se limitan a las
superficies apicales de las células epiteliales (intracelulares, pero extra
citoplasmaticas). Los estudios del uso de secuenciacion 18S demostré una relacion
filogenética mas estrecha con los protozoos gregarios que con los coccidios por la
etapa sexual en el ciclo de vida y presencia de organelo alimentador Unico en la base
de la vacuola parasitofora que es similar al conoide de las gregarinas (Hijjawi et al.,
2004) desde entonces se han complementado con observaciones de la biologia del
desarrollo y el metabolismo. Su clasificacion ha sido modificada a Filo: Apicomplexa

Clase: Gregarinasina Especie: Cryptosporidium (Clode et al., 2015).

Los datos sobre la filogénica de Cryptosporidium ahora confirman que, al igual que sus
parientes cercanos, es un Apicomplexa facultativamente epicelular es capaz de
multiplicarse en un entorno libre de células huésped. Estos datos deben considerarse
en el contexto de la reclasificacion filogenética de coccidio a gregaria. Asi ayudar a
reconsiderar la biologia y el comportamiento, o quizas ayudar a explicar la increible
diversidad genética, distribucion y rango de hospedadores del parasito (Thompson,
Koh y Clode, 2016).

Las Gregarinas son grupo diverso que se distingue por la existencia de un organelo
especial lamado complejo apical, formado integramente por géneros parasitarios que
afectan a una amplia variedad de invertebrados y vertebrados (Kovacikova et al; 2017,
Sarkar, Kundu y Bandyopadhyay, 2020). Se han clasificado en tres ordenes:
Archigregarinorida, Eugregarinorida y Neogregarinorida (Carreno et al., 1999). Las
eugregarinas se dividen en dos grupos: gregarinas septadas o cefalinas y gregarinas
aseptadas o acefalinas. Las gregarinas son probablemente polifiléticas y algunas
‘eugregarinas' y todas las 'neogregarinas’ (ambas abandonadas como taxones) estan
mas estrechamente relacionadas con Cryptosporidium y Rhytidocystidae que a los
archigregarinos. (Sarkar et al., 2020).
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Cuadro 1. Especies de Cryptosporidium validas confirmadas mediante analisis
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Autor

Li et al.,
2015.
Alvarez-
Pellitero et
al.,

2004, Costa

et al., 2015
Ryan et al.,
2015

Kvag et al.,
2014.

Kvac et al.,
2013

Elwin et al.,
2012
Tyzzer,
1912, Ren
et al., 2012

Robinson et

al., 2010
Fayer et al.,
2010

Fayery et
al., 2010
Fayer et al.,
2008
Powery
Ryan, 2008

Jirkd et al.,
2008
Ryany et
al., 2008
Fayery et
al., 2005
Ryany et
al., 2004

Huésped

Spermophilus beecheyi (ardilla
de tierra de California)
Scophthalmus

maximus (rodaballo)

Poecilia

reticulata (Guppy), Paracheirodon
innesi (Neon tetra) y Puntius
tetrazona (Tigre barb)

Erinaceus europaeus (erizo
europeo)

Sus scrofa (cerdo)

Homo sapiens (humano)

Mus musculus (raton)
Oryctolagus cuniculus (conejo
europeo)

Bos taurus (ganado)

Ovis aries (oveja)

Bos taurus (ganado)
Macropus giganteus (canguro)
Duttaphrynus

melanostictus (sapo)
Macropus rufus (canguro)
Bos taurus (ganado)

Sus scrofa (cerdo)

Huésped

Ardillas

Rodaballo

Pez

Erizos,
caballos
Cerdos

Humanos

Roedores

Conejos

Rumiantes,
roedores,
primates
Ovejas y
cabras
Vacas

Marsupiales

Sapos

Marsupiales

Vacas

Cerdos

Reportado
en
Humanos

Ninguno
reportado
Ninguno
reportado

Ninguno
reportado
Reportado
Reportado
Reportado

Reportado

Reportado

Reportado

Reportado

Ninguno
reportado
Ninguno
reportado

Ninguno
reportado
Reportado
Reportado

Reportado.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224415300262#bib169
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224415300262#bib169

C. galli Pavlasek, Spermestidae, Frangillidae, Aves Ninguno

1999, Ryan Gallus, Tetrao urogallus, Pinicola reportado
et al.,, 2003  enucleator (Aves)

C. hominis Morgan et  Homo sapiens (humano) Humanos Comunes
al., 2002 en

humanos

C. molnari Alvarez et Sparus aurata (dorada) Pez Ninguno

al., 2002 y Dicentrarchus labrax (lubina reportado
europea)

C. canis Fayeryet  Canis familiaris (Perro) Perros Reportado
al., 2001

C. andersoni Lindsay y et Bos taurus (ganado) Vacas Reportado
al., 2000

C. varanii Pavlasek et Varanus prasinus (monitor de Lagartos Ninguno
al., 1995 esmeralda) reportado

C. baileyi Current et Gallus (Pollo) Aves Ninguno
al., 1986 reportado

C. parvum Tyzzer, Bos taurus (ganado) Rumiantes  comunes
1912 en

humanos

C. Slavin, Meleagris gallopavo (Turquia) Avesy Comun en

meleagridis 1955 humanos humanos

C. serpentis  Levine, Elaphe guttata, E. subocularis, Serpientes  Ninguno
1980 Sanzinia y lagartos reportado

madagascarensus (serpientes)

C. felis Iseki, 1979  Felis catis (gato) Gatos Reportado

C. wrairi Vetterlingy Cavia porcellus (conejillo de Conejillos Ninguno
etal., 1971 indias) de indias reportado

C. muris Tyzzer, Mus musculus (raton doméstico) = Roedores Reportado
1907

Existen mas de 30 especies de Cryptosporidium, que afectan a diferentes animales la
mayoria afectan el tracto gastrointestinal excepto Cryptosporidium Baileyi que puede

llegar a afectar el sistema respiratorio de las aves (Li et al., 2020).

Los principales reservorios de ooquistes de Cryptosporidium son, el humano y los
bovinos especialmente los terneros, pero también se ha encontrado en animales de

comparniia, ovinos y vida silvestre, de manera que pueden ser potenciales fuentes de
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contaminacion para los alimentos, aguas superficiales, aguas subterraneas,
actividades recreativas (parques acuaticos, albercas) y plantas recicladoras de agua
(Hlavsa et al., 2017; Pumipuntu et al., 2018; Mammeri et al., 2019; Wells et al., 2019;
Caffarena et al., 2020; Huang et al., 2020).

Los ooquistes de Cryptosporidium parvum son extremadamente resistentes a los
desinfectantes més utilizados. La viabilidad no se ve afectada por la exposicién al 1,05
y al 3% de cloro (como hipoclorito de sodio) durante un periodo de hasta 18 horas.
Treinta minutos de exposicion a temperaturas superiores a 65 °C o por debajo del
punto de congelacion también detienen la infectividad de los ooquistes. Sin embargo,
estudios han demostrado la eficacia del ozono como una alternativa para reducir la

viabilidad de los ooquistes de C. parvum en el agua potable (Lorenzo et al., 1993).

Mediante andlisis multivariable, se reconocio6 la edad, la fuente de alimento, la fuente
de agua (incluyen el contacto con aguas superficiales como lagos y rios, la exposicion
a agua potable municipal contaminada), la higiene, la propagacion de persona a
persona en instituciones y el contacto cercano con otros animales domésticos como
factores de riesgo potenciales para la aparicion de la infeccién por Cryptosporidium
(Ayele et al., 2018; Brankston et al., 2018)

[l Biologia de la Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium tiene un ciclo de vida complejo que consta de una fase asexual
(merogonia) y una fase sexual (gametogonia) que culmina en la formacion de
ooquistes. Las especies de Cryptosporidium completan todo su ciclo de vida dentro de
un solo huésped (Wilke et al., 2018).

Los ooquistes son resistentes a las variaciones ambientales, asi como a la mayoria de
los procesos fisicos, quimicos y microbiolégicos utilizados en las plantas de
tratamiento de aguas y aguas residuales (Miglioli et al., 2017; Adeyemo et al 2019)
puede permanecer infeccioso durante semanas o meses en condiciones frias y
hamedas, con la etapa infecciosa (Drummond et al., 2018; Sanchez et al 2018; Bones
et al., 2018). El periodo de incubacion tipico es de 2 a 10 dias (Hlavsa et al., 2017).

Una pequeia cantidad de 10 ooquistes ya es suficiente para causar una enfermedad



Microgametos

en personas o animales sanos (Olias et al., 2018). Se encontré que Cryptosporidium
es resistente a la cloracion incluso en dosis altas, pero respondio bien a dosis altas de
UV (Pumipuntu y Piratae 2018; Drummond et al., 2018; Abeledo et al., 2018; Adeyemo
et al., 2019).

Se estima que la excrecion de ooquistes de personas y animales infectados es de
1.6x10'® emisiones anuales de ooquistes en heces humanas y animales,
respectivamente, los seres humanos son los mayores contribuyentes de ooquistes al
medio ambiente (Qian et al., 2020).

Figura 1. Ciclo de vida de Cryptosporidium parvum en medio sin células huésped.
Modificado de Hijjawi et al. 2004.

Ooquistes

Esporozoito

Cigoto

Trofozoito

Fertilizacion

Gamontes como
etapa extracelular

Merontes |

Etapa extracelular
tardia

Merozoitos Tipo |

Microgamontes Merontes Il

Merontes Il

Merozoitos Tipo I (Tarde)

Debido a la gran variedad de especies de Cryptosporidium el tamafio tipico promedio
de los ooquistes es pequefio alrededor de 4-6 um de forma esférica a ovoide y tienen

estructuras internas oscuras.

El ooquiste tiene dos tipos, uno es la pared delgada (una capa de una matriz de
proteina-lipido-carbohidrato que reinfectara el tracto gastrointestinal) y otro es la pared
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gruesa (que consta de paredes internas y externas de ooquiste que se excretara en el
medio ambiente a través de las heces) (Pumipuntu y Piratae, 2018).

Durante todo el ciclo, las diferentes formas se limitan a las superficies apicales de las
células huésped. Las formas infecciosas se adhieren a las superficies apicales
mediante un proceso poco conocido y se internalizan dentro de un compartimento
intracelular, pero extra citoplasmatico separado del citoplasma por una capa densa en
electrones que parece ser predominantemente de origen del huésped. El parasito se
encuentra dentro de un compartimento, encerrado fuera del plasma de la célula
huésped, descrito como la vacuola parasitéfora, donde esta protegido del ambiente
intestinal hostil y es suministrado con energia y nutrientes por la célula huésped a
través de un organulo alimentador, que es Unico entre los parasitos Apicomplexa.
También se ha informado de que Cryptosporidium parvum puede tener etapas de vida
extracelulares similares a la gregaria, aunque hasta ahora no hay estudios posteriores

que lo hayan confirmado (Bouzid et al., 2013).

Los parésitos Cryptosporidium tienen un metabolismo notablemente simplificado y vias
biosintéticas reducidas. Las especies de Cryptosporidium, especificamente
Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium hominis, carecen de mitocondrias
candnicas y en su lugar tienen remanentes, los llamados mitosomas. Estas son
estructuras pequenias (alrededor de 100 nm de ancho), circulares, de doble membrana
unidas que parecen ser mitocondrias funcionalmente reducidas que carecen de
capacidad de sintesis de ATP y de su propio genoma (mitocondrial). Sin embargo, los
componentes de una via bioquimica se han localizado recientemente en la mitosoma
de Cryptosporidium parvum, lo que sugiere un papel funcional de este organulo.
También son visibles los anillos polares, que se localizan en el extremo apical del

parasito.

Los esporozoitos, en general, tienen forma de medialuna, con un complejo apical que
contiene micro nemas, un solo roptria y granulos densos. Se cree que cada una de
estas estructuras tiene un papel en el apego y la invasién de las células huésped
(Clode et al., 2015).



4.1. Ciclo bioldgico intracelular.

El ciclo de vida de Cryptosporidium se puede dividir en seis fases principales de

desarrollo:

1. Escision. Es la liberacion de esporozoitos infecciosos en el tracto intestinal.
Merogonia. multiplicacion asexual dentro de las células huésped.

3. Gametogonia: La formacibn de microgametos (célula masculina) vy
macrogametos (células femeninas).

4. Fertilizacion: la union de micro y macrogametos.
Formacion de la pared de ooquiste: Para producir la etapa ambientalmente
resistente responsable de la transmision de la infeccién de un huésped a otro.

6. Esporogonia. la formacion de esporozoitos infecciosos. (Bouzid et al., 2013)

Después de que el huésped ingiera el ooquiste, los esporozoitos moviles dentro se
liberan en el tracto gastrointestinal a través de una sutura en la pared del ooquiste
mediante un proceso llamado escision. Se cree que este proceso se desencadena tras
la ingestion por factores como la temperatura de corporal 37 °C, el pH gastrico, las

enzimas pancreaticas y las sales biliares (Pumipuntu y Piratae 2018).

Los esporozoitos liberados se deslizan sobre la superficie de las células intestinales,
liberando proteinas para ayudar en la adhesion y posterior invasion de las células

huésped.

Los estudios in vivo e in vitro han demostrado la penetracién y unién de las etapas de
Cryptosporidium a las superficies apicales de las células huésped. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales Cryptosporidium invade las células epiteliales intestinales
del huésped y establece este compartimento inusual son poco conocidos. Inicialmente,
Cryptosporidium exhibe deslizamiento dependiente de actina y probablemente usa un
proceso impulsado por parasitos para ingresar a la superficie apical de las células
epiteliales intestinales del hospedador, donde descansa sobre un lecho de proteinas
de union a actina del hospedador (Thompson et al., 2005).
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Figura 2. Modelos diferentes de invasion. modificado de Guérin y Striepen, 2020.
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Se han considerado tres modelos diferentes de invasion. EI modelo 1 propone que la
membrana parasitofora del huésped se extienda alrededor del parasito como resultado
de la polimerizacion de la actina del huésped. El modelo 2 propone glucosa local (Glc)
y la subsiguiente absorcion de agua y el Modelo 3 invoca la penetracién activa del
pardsito para formar una vacuola parasitoéfora, antes de que el parasito y la vacuola

parasitéfora sean extruidos del lado apical de la célula (Guérin y Striepen, 2020).

El contenido de las micro nemas (organulo secretor especializado, caracteristicos de
las etapas moviles) estan involucrado en la adherencia a las células huésped a través
de la secrecién de proteina. Es probable que los granulos densos liberen su contenido
después de la formacion de la membrana de la vacuola parasitéfora y
presumiblemente modifiguen esta estructura para ayudar a invadir las células

huésped.

Con la ayuda de la roptria y micro nemas, el parasito invade la célula huésped, incluida
la membrana celular, para encerrar al parasito en las membranas de las vacuolas

parasitéfora.
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El desarrollo enddégeno de Cryptosporidium implica una secuencia de eventos que
comprenden la formacion de la vacuola parasitofora, el desarrollo de un organulo
alimentador Unico y la multiplicacion asexual y sexual del parasito. Estudios recientes
en los que se realizé microscopia electrénica en serie durante una incubacion de 1 h
de C. parvum en cultivo celular mostraron que, durante la internalizacion, se forman
numerosas vacuolas cubiertas por la membrana plasmatica del parasito y se agrupan

para establecer la vacuola parasitofora (Thompson et al., 2005).

La vacuola se distingue porque permanece extra citoplasmatica, pero se considera
intracelular, ya que mantiene su posicion dentro de la membrana derivada del
hospedador encima de las células epiteliales. En la vacuola parasitéfora, el parasito
esta protegido del entorno intestinal hostil y la célula huésped le suministra energia y
nutrientes a través de una membrana Unica y altamente invaginada, el organulo
alimentador, que se forma entre el parasito y el citoplasma del huésped durante la

internalizacion.

Dentro de la membrana de la vacuola parasitéfora, cada esporozoito se convierte en
un trofozoito esférico, que se reproduce asexualmente, la reproduccion se produce
mediante dos fases de merogonia, que produce la formar un meronte Tipo 1 que
contiene ocho merozoitos, los merontes son morfolégicamente similares a los
esporozoitos. Cuando maduran se produce la rotura de la vacuola parasitéfora y se

liberan a la luz intestinal (Vergara y Quilez, 2004).

Los merontes de tipo | pueden desarrollar otros merontes de tipo |, aumentando
rapidamente la gravedad de la infeccion, o pueden continuar el desarrollo a merontes

de tipo Il que contienen cuatro merozoitos.

Estos cuatro merozoitos, cuando se liberan, se adhieren a otras células epiteliales del
tracto intestinal. En lugar de formar mas merontes, los merozoitos de tipo Il inician un

proceso llamado gametogonia para completar la etapa sexual de desarrollo.

Cada merozoito produce etapas reproductivas sexuales masculinas o femeninas,
conocidas como microgametos 0 macrogametos, respectivamente. Hasta 16

microgametos estan formados por la division nuclear de microgamontes, que, cuando
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se liberan de la membrana de la vacuola parasitéfora, localizan y fertilizan un
macrogameto cito unicelular que se ha desarrollado a partir de un macrogameto,
formando un cigoto (Bones et al., 2018).

Figura 3. Ciclo reproductivo de Cryptosporidium spp modificado de Bouzid et al.,
2013.
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El cigoto diploide se somete a un proceso similar a la meiosis (esporogonia) que resulta
en cuatro esporozoitos haploides dentro de un ooquiste esporulado. Los ooquistes
resultantes son de paredes gruesas o delgadas y contienen cuatro esporozoitos. Los
ooquistes de paredes gruesas son ambientalmente estables y se liberan al medio
ambiente con las heces del huésped, lo que permite la transmisién de la infeccion de
un huésped a otro, mientras que los ooquistes de paredes delgadas permanecen en
el intestino y auto infectan al mismo huésped. La autoinfeccion ocurre cuando los
esporozoitos se liberan del ooquiste de pared delgada y el ciclo comienza de nuevo.
La autoinfeccion y la formacion de merontes de Tipo | (replicacion asexual)
proporcionan una explicacién para la infecciébn cronica persistente y hacen que la
criptosporidiosis sea una causa frecuente de diarrea aguda prolongada en algunas
poblaciones (Hassan et al., 2021).
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Los ooquistes son inmediatamente infecciosos, lo que significa que no necesitan
madurar (esporular) en el medio ambiente, como es el caso de algunos otros parasitos

protozoarios importante.

4.2. Ciclo bioldgico extracelular.

Estudios han demostrado que Cryptosporidium spp. puede completar todo su ciclo de
vida sin la necesidad de células huésped, con la presencia de todas las fases de
desarrollo, incluidas la merogonia, la gametogonia, la esporogonia, asi como las
nuevas etapas similares a gametocitos descritas en cultivo celular de una manera
similar a las gregarinas, parasitos Apicomplexa de los invertebrados (Hijjawi et al.
2004., O ‘Hara y Chen, 2011).

Se demostré que Cryptosporidium tiene la capacidad de formar una vacuola
parasitéfora de forma independiente, en un entorno de biopelicula libre de células
huésped, lo que potencialmente les permite completar un ciclo de vida extracelular.
(Koh et al. 2014)

En una investigacion de estadios extracelulares se purificaron primero a partir del
sobrenadante de cultivos de 4-5 dias infectados con Cryptosporidium andersoni. Se
observaron con frecuencia estadios morfolégicamente similares moviéndose sobre

monocapa de la célula de huésped humano infectadas con Cryptosporidium parvum.

Cuatro dias después de infeccidon con Cryptosporidium aparecié morfolégicamente
diferente de los merozoitos que carecen de extremos puntiagudos que caracterizan a
los merozoitos tipicos. La etapa dos fue romas y en forma de bastdén con un nicleo
ubicado en la parte media a anterior y sin el extremo puntiagudo que caracteriza a los
merozoitos tipicos. Ademas, esta etapa vario en tamafo y forma (3—-10 mm 1,25-3,75
mm de diametro) debido a la extension y contraccion activas. Durante la purificacion
de ooquistes de Cryptosporidium andersoni de las heces de un novillo infectado
naturalmente, también se observé una etapa extracelular. Aunque la etapa extracelular
era mas grande que los ooquistes, tenia el mismo color y apariencia refractil bajo
microscopia Optica. Esta etapa extracelular tenia forma de baston y era mas grande

(10,7-9,8 + 2,0-2,6 mm de diametro) en comparacién con las de Cryptosporidium
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parvum y algunas contenian solo un nucleo, mientras que otras eran multinucleadas y

algunos se vieron sometidos a sizigia (Hijjawi et al., 2002).

Los estudios realizados en 2014 por Koh et al., en biopeliculas de Pseudomonas para
determinar los estadios de Cryptosporidium en un ambiente controlado durante un
periodo de 6 dias observo varias poblaciones distintivas incluyeron poblaciones de
ooquistes intactos, lo que indico que no todos los ooquistes se acumularon dentro de
la biopelicula.

Mediante la microscopia focal, se observaron ooquistes vacios con una abertura
amplia y membrana rugosa y esporozoitos libres, era evidente que algunos de ellos

habian sufrido escision dentro de la biopelicula inmadura desde el dia.

Para el dia 3, trofozoitos y varios gametocitos grandes como células similares en
tamafo a los merontes de tipo | y Il. Estos gametocitos se caracterizaron ademas como
merontes cuando se detectaron varios merozoitos de tipo Il no liberados dentro de un
solo meronte de tipo Il. Por ello era de esperar, que los merozoitos libres de tipo I y I
fueran identificados con frecuencia. Los microgamontes dentro de las biopeliculas
también eran grandes y contenian una gran cantidad de microgametos. Aunque estos
microgametos parecian brotar del microgamonte, no se pudo determinar la identidad
de las estructuras en forma de salchicha. Ademas, se detectaron células extragrandes
de tipo gamon con una funcion desconocida. A lo largo del estudio, revelé varias
grandes estructuras celulares unidas a la membrana. Tanto la membrana como las

estructuras internas se marcaron con fluorescencia (Koh et al., 2014).

La persistencia resulta del equilibrio entre la multiplicacion y la inactivacion en el caso
de patdgenos que no pueden multiplicarse fuera de una célula huésped eucariota.
Actualmente, no hay datos cuantitativos que describan la proporcion de patdgenos
entéricos que interactian con las biopeliculas de aguas residuales antes de ser

liberados al medio ambiente (Skraber et al., 2007).
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V. Criptosporidiosis.

La criptosporidiosis se incluyd en una lista de enfermedades recopiladas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ya que se considera un problema de salud
publica mundial debido a que se presentan brotes en humanos, animales y una alta
carga de contaminacion ambiental por ello es una de las principales causas de brotes
de enfermedades protozoarias transmitidas por el agua (Martins et al.,, 2019;
Robertson et al., 2020).

La criptosporidiosis es causada por la ingestion de ooquistes de Cryptosporidium spp.
el cual causa la enfermedad gastrointestinal que se produce tanto en el hombre como
en diferentes animales de granja, mascotas y animales silvestres (Pumipuntu y Piratae
2018; Dessi et al., 2020)

Puede causar enteritis con diarrea profusa en mamiferos, gastritis fatal en serpientes
y enfermedades respiratorias y entéricas en aves. En los mamiferos, la enteritis por

criptosporidiosis afecta principalmente a las crias (Hernandez et al., 2018).

En animales y en humanos sanos la enfermedad suele ser asintomética. Pero la
deshidratacion y otras consecuencias de la diarrea en personas con sintomas pueden

poner en peligro la vida, especialmente en huéspedes muy jovenes (Spickler, 2018).

En el hombre se caracteriza por diarrea acuosa, dolor abdominal, nduseas vomitos y
fiebre leve, los sintomas pueden variar de leves a graves y por lo general, duran hasta
2-3 semanas y pueden reaparecer. La enfermedad suele ser autolimitante, pero en
pacientes con determinadas inmunodeficiencias relacionadas con las células T, puede
ser grave y en ocasiones, potencialmente mortal. Todas las edades pueden verse
afectadas, pero se informan méas casos entre los nifios, especialmente los menores de
5 afios y en adultos se ha reportado en mayores de 70 afios (Hlavsa et al., 2017,
Spickler, 2018)

El periodo de prepatencia (tiempo entre la infeccion y la eliminacion de ooquistes),
varia de 2 a 14 dias, en la mayoria de los animales domésticos, mientras que el periodo
de patencia (duracién de la excreciébn de ooquistes), es variable dentro de las
diferentes especies de hospedadores, desde varios dias a varios meses (Plutzer et al.,
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2018). En humanos inmunocompetentes, estimando la fecha de infeccion accidental,
se ha calculado un periodo de prepatencia entre 5y 28 dias, con una media de 7,2
dias y un periodo de patencia que puede oscilar entre 8 y 31 dias, aunque pudiera
prolongarse de forma intermitente. En los pacientes con SIDA la eliminacion de

ooquistes puede ser indefinida (De la Parte, 2005).

Debido a la amplia variedad de especies de Cryptosporidium, la capacidad de algunas
para afectar a varios huéspedes y las vias de transmision, la criptosporidiosis se
considera una enfermedad zoondética de distribucion mundial (Pumipuntu y Piratae,
2018).

A nivel mundial, la criptosporidiosis es una de las causas mas comunes de mortalidad
en nifios menores de 24 meses y puede estar asociada con importantes efectos a largo

plazo en la salud. (King et al., 2019)

La prevalencia de este microorganismo es variable, en funcion de las caracteristicas
socioeconémicas de la poblacién, ya que es mas frecuente en los lugares con
problemas de infraestructura en las canalizaciones de agua potable, en las piscinas,
en la eliminaciéon de aguas residuales o con estrecho contacto con animales. Se
encuentra en las heces de 1% a 3% de los habitantes de los paises desarrollados
(Europa 'y América del Norte), en el 5% de los paises asiaticos, en el 10% de los paises

africanos y en el 40% de los paises de Sudamérica.

La infeccidn se transmite de persona a persona, por contacto con animales infectados,
por el agua de bebida, por las piscinas o por los alimentos contaminados (frutas,
verduras, zumos de frutas, moluscos, etc.). Se reporta que tiene una morbilidad del
1% al 30% y una mortalidad de 0.7% al 20% en personas inmunodeprimidos
(Hernandez et al., 2018).

Cada afo se notifican en todo el mundo numerosos brotes de criptosporidiosis humana
causados por subtipos genéticos de Cryptosporidium parvum y el ganado o el agua
son fuentes de infeccion identificadas con frecuencia (Caffarena et al., 2020).

La criptosporidiosis es un importante problema de salud humana a nivel mundial. A

pesar de los métodos bien establecidos, el diagndstico erréneo sigue siendo comun
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en humanos. Nuestra comprension del mecanismo bioquimico de la criptosporidiosis
sigue siendo limitada, lo que agrava la dificultad del diagnéstico clinico (Karpe et al.,
2021)

El diagnostico de la criptosporidiosis puede realizarse mediante la deteccion de los
estadios enddgenos en cortes histolégicos de muestras de intestino obtenidas por
biopsia o post mortem, que pueden ser teflidas con hematoxilina-eosina y permiten
detectar los estadios del parésito en su localizacion apical caracteristica. No obstante,
la forma habitual de diagnosticar la enfermedad consiste en identificar los ooquistes

en muestras de heces (Mamedova y Karanis, 2020).

Aunque el pequeiio tamafio de los ooquistes y su similitud con diversas levaduras
exige el empleo de diversas técnicas coproldgicas y tinciones especificas. Las técnicas
convencionales de ejecucién mas facil y rapida son las tinciones negativas como la de
Heine. El principal inconveniente es su escasa sensibilidad, ya que se realizan sobre
frotis de heces sin concentrar y por tanto la cantidad de heces que se examina es muy
escasa (aprox. 0,001gr./frotis), aunque pueden utilizarse en muestras obtenidas
durante el periodo de diarrea cuando habitualmente se eliminan grandes cantidades
de ooquistes. Para solucionar este problema se pueden usar métodos de
concentracion, que permiten examinar una mayor cantidad de heces, como las

técnicas de flotacion con diferentes soluciones (Vergara y Quilez, 2004).

Después de la una infeccién por Cryptosporidium la autélisis es evidente a partir de las
12 h la autdlisis completa y la destruccién del tejido con pérdida de las vellosidades e
incluso la estructura de la cripta se aprecia a las 18 h. Se encontr6 que la longitud de
las vellosidades disminuyd significativamente con el tiempo (p <0.001). La infeccion
por C. parvum produce cambios destructivos en el intestino acortan la longitud de las
vellosidades y que estos cambios pueden controlarse in vitro durante un periodo corto.
Significativamente, en presencia de antibidticos (penicilina / estreptomicina) el dafio se
reduce en términos de la velocidad a la que tiene lugar; lo que sugiere que las bacterias
grampositivas y negativas residentes pueden tener un efecto amortiguador temprano

durante la infeccion por C. parvum (Drinkall et al., 2017)

Tratamiento
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Los medicamentos antiparasitarios pueden ayudar a tratar la criptosporidiosis en
individuos sanos, pero su eficacia es incompleta y es posible que no puedan controlar

la enfermedad si el sistema inmunoldgico esta comprometido.

El tratamiento de la enteritis por Criptosporidiosis en rumiantes jovenes suele ser
sintomatico y de apoyo. Debe mantenerse una ingesta adecuada de energia. En
ocasiones, puede ser necesario un apoyo intensivo en especies o0 individuos
particularmente susceptibles. La halofuginona estéd aprobada para el tratamiento de la
criptosporidiosis en terneros en algunos paises y puede disminuir la duracion de la
diarrea. Sin embargo, este medicamento debe iniciarse a mas tardar en las primeras
24 horas de la diarrea y administrarse durante 7 dias. Existe informacioén limitada sobre
SuU USO en ovejas, cabras y otras especies. Ocasionalmente se han empleado otros
farmacos antiprotozoarios (por ejemplo, paromomicina, azitromicina, nitazoxanida,
tilosina) y calostro hiperinmune ovino o bovino en varios mamiferos, animales

domésticos o aves silvestres cautivas y reptiles (Spickler, 2018).

V. Biopelicula.

5.1. Definicion.

Las biopeliculas bacterianas son comunidades complejas de bacterias adheridas a la
superficie (Yonezawa et al 2015; Muhammad et al., 2020), en un comportamiento
grupal cooperativo que involucra poblaciones bacterianas que viven incrustadas en
una matriz extracelular (Solano et al., 2014). Las bacterias existen en la Naturaleza
bajo dos formas o estados: bacterias planctonicas, de libre flotacion y bacterias en
biopeliculas (Nazar, 2007) Se pueden formar en superficies bidticas y abiodticas, debido

a su respuesta a condiciones adversas del medio ambiente (Campuzano et al., 2018).

La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro
de su estructura y llega a representar hasta el 97 %. Esta formada, ademas, por
exopolisacéaridos, que constituyen su componente fundamental, producidos por los
microrganismos integrantes. En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas,
como proteinas, acidos nucleicos y diversos productos procedentes de la lisis

bacteriana (Muhammad et al., 2020). El conjunto de polisacaridos, acidos nucleicos y
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proteinas se conocen con el nombre de sustancias poliméricas extracelulares. En la
matriz también pueden hallarse: cristales de sales minerales, particulas de corrosion,
de sedimento o ambas, o componentes sanguineos. Los exopolisacaridos pueden
estar asociados con iones metalicos y cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra
o poli anidnica, segun el tipo de exopolisacarido, lo que les permitird interactuar con
distintos antimicrobianos, de forma tal que estos pueden quedar atrapados en la matriz

sin capacidad para actuar sobre las bacterias.

Se han descrito en muchos sistemas desde que Van Leeuwenhoek examind los
"animalculos” en la placa de sus propios dientes en el siglo XVII, pero la teoria general
del predominio de las biopeliculas no se promulgd hasta 1978. Esta teoria establece
que la mayoria de las bacterias crecen en biopeliculas encerradas en una matriz que
se adhieren a las superficies de todos los ecosistemas acuaticos con suficientes
nutrientes y que estas células bacterianas sésiles difieren profundamente de sus

contrapartes planctonicas (flotantes) (Donlan y Costerton, 2002).

Desde el descubrimiento de las biopeliculas se sabe que el 90% de los
microorganismos poseen esta caracteristica microbioldgica y que su biosintesis es un

proceso complejo, constante y dinAmico que ocurre en 6 fases.

1.- Fase de unidn reversible, en la que las bacterias se adhieren de manera no

especifica a las superficies

2.- Fase de union irreversible, que implica la interaccion entre las células bacterianas
y una superficie utilizando adhesinas bacterianas tales como fimbrias vy

lipopolisacéridos.

3.-Produccion de sustancias poliméricas extracelulares por las células bacterianas

residentes

4.-Fase o de crecimiento: la bacteria, una vez adherida, comienza a dividirse y las
células hijas se extienden alrededor del sitio de unién, formando una micro colonia. A
medida que las células se dividen y colonizan la superficie, comienzan a elaborar un
exopolisacarido que constituye la matriz de la biopelicula y este comienza a

desplegarse en una formacién tridimensional (Sarduy y Gonzélez, 2016).
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5.-Fase de maduracion de la biopelicula, en la que las células bacterianas sintetizan y
liberan moléculas de sefalizacién para detectar la presencia de las otras, lo que

conduce a la formacién de micro colonia y la maduracion de biopeliculas.

6.- Fase de dispersion o desprendimiento: donde las células bacterianas abandonan
las biopeliculas y regresan al estilo de vida plancténico independiente (Skraber et al.,
2007; Tolker, 2015; Muhammad et al., 2020).

Los eventos de desprendimiento de biopeliculas son comunes y ocurren cuando unas
biopeliculas se desprenden del sustrato para suspenderse como particulas grandes
en la columna de agua y puede resultar en la liberacion de reservorios de patégenos
de las biopeliculas a la columna de agua (Wolyniak et al., 2012).

La arquitectura y la organizacion de las biopeliculas dependen de las especies
bacterianas formadoras de biopeliculas. Mdltiples factores estan involucrados en la
formacién de estructuras particulares en las biopeliculas. Ademas, la misma especie
bacteriana puede formar diferentes estructuras de biopelicula en diferentes
condiciones ambientales y puede cambiar en respuesta a un cambio en las

condiciones nutricionales en su aviente (Tolker, 2015).

La capacidad de formar biopelicula no parece restringirse a ningun grupo especifico
de microorganismos y en la actualidad, se considera que bajo condiciones ambientales
adecuadas la inmensa mayoria de las bacterias, independiente de la especie, puede
existir dentro de biopeliculas adheridos a superficies en una interfase sélido/ liquida,
incluyendo organismos importantes en enfermedades otorrinolaringoldgicas, tales
como P. aeruginosa, H. influenzae, S. pneumoniae, Klebsiella y S. aureus. Esta
adhesién a una superficie himeda ya sea inerte o viviente, es de caracter irreversible,

esto es, la biopelicula no logra ser removido mediante lavado suave (Nazar, 2007)

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden ejercer una fuerte
influencia en el grado y extensién de la adhesién. Se ha encontrado que los gérmenes
se adhieren mas rapidamente a superficies hidrofébicas, no polarizadas, como lo es el
teflon y otros plasticos, en comparacion con materiales hidrofilicos, como vidrio o

metales. Aparentemente se produciria algun tipo de interaccion hidrofobica entre la
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superficie celular y la del sustrato que permitirian a la bacteria superar las activas
fuerzas de rechazo a cierta distancia de la superficie del sustrato y lograr adherirse

irreversiblemente. (Nazar, 2007)

En la adhesion bacteriana pueden también influir variaciones en la velocidad de flujo,
temperatura del agua y concentracion de nutrientes. Se ha encontrado que un
incremento en la concentracion de diversos cationes (sodio, calcio, hierro) afecta la

adhesion de Pseudomonas spp. a superficies de vidrio (Nazar, 2007).

Las bacterias que forman las biopeliculas poseen una expresion génica diferente
respecto a sus contrapartes en estado planctdnico y originan, por tanto, bacterias
fenotipicamente distintas. Las biopeliculas tienen un ambiente muy dinamico, donde
se intercambia material genético, como plasmidos (acido desoxirribonucleico extra
cromosOmico), enzimas y otras moléculas. Existe una tasa de transferencia génica
mediada por plasmidos, enormemente incrementada entre biopeliculas de bacterias;
la redistribucion de genes entre estas es un proceso continuo, con importantes
consecuencias en su adaptacion evolutiva. Las cepas bacterianas de importancia
clinica, unidas a plasmidos, desarrollan biopeliculas mas facilmente; sin embargo,
cuando no se encuentran asociadas a estas, se producen micro colonias de escaso
desarrollo. Debido a que los plasmidos pueden codificar resistencia a mdultiples
antimicrobianos, la biopelicula proporciona también un mecanismo para el incremento

de la resistencia a los antibidticos (Sarduy y Gonzalez, 2016)

En la parte méas interna de las biopeliculas, la concentracion de oxigeno es baja, por
lo que se genera una atmadsfera anaerobia y de bajo pH. Esto puede ocasionar una
disminucién en la actividad de algunos antibiéticos, tales como los aminoglucésidos
gue disminuyen su efectividad en atmosferas anaerobias. Otros fendmenos que
ocurren por las alteraciones del microambiente son la disminucion del metabolismo
bacteriano y la disminucién de los tiempos de replicacion. Es importante recordar que
el objetivo de muchos antibidticos es bloquear rutas metabdlicas de los
microorganismos, como la sintesis de proteinas o la sintesis de la pared bacteriana.
Por ejemplo, al disminuir el tiempo de replicacion, los antibidticos betalactamicos no

pueden actuar de manera efectiva (Ortega y Hernandez, 2018).
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5.2. Biopeliculas y Cryptosporidium.

La capacidad de los ooquistes de Cryptosporidium para adherirse a la biopelicula se
sugirio por primera vez después de un brote de criptosporidiosis transmitida por el agua
gue se produjo en el noroeste de Inglaterra en marzo de 2000. El equipo de control del
brote sugiri6 cambiar el suministro de agua del rea afectada por el brote para eliminar
cualquier contaminaciéon del agua de ooquiste. Sin embargo, los ooquistes
permanecieron microscopicamente detectables en agua hasta 19 dias después del
cambio. Los autores plantearon la hipotesis de la liberacion de ooquiste de la
biopelicula desarrollada en la superficie de las tuberias de distribucion (Lefebvre et al.,
2021).

La evidencia de que los ooquistes de Cryptosporidium tenian potencial de distribucion
en biopeliculas fue proporcionada por primera vez por Skraber et al., mostrando la
presencia de ooquistes en biopeliculas polimicrobianas desarrolladas en cupones de
cloruro de polivinilo (PVC) sumergidos durante al menos 2 meses en aguas residuales
(Skraber et al., 2007)

Después de ser excretan en las heces en una forma totalmente infecciosa como
ooquistes en ambientes acuaticos naturales, esta etapa transmisible puede
permanecer viables fuera de sus huéspedes en ambientes acuosos durante semanas
0 meses, se sabe que las biopeliculas actian como reservorios ambientales para los
ooquistes (Koh et al., 2013).

Las biopeliculas parecen representar una fuente potencialmente de contaminacién
significativa a largo plazo de ooquistes de Cryptosporidium que pueden ser atrapados
y pueden contaminar los suministros de agua a través de su posterior liberacion de
forma gradual (Wolyniak et al. 2012; Chan et al., 2019).

Esto explica la aparicién de ooquistes en los sistemas de distribucion de agua mucho
después de un evento de contaminacién. Por lo tanto, se sugirié que las biopeliculas
eran la razon por la cual se tenia la recuperacion continua de ooquistes de un sistema
de distribucion de agua potable, luego de un brote de criptosporidiosis transmitida por

el agua en Inglaterra (Wingender y Flemming 2011).
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Los ooquistes de Cryptosporidium parvum se adhieren rapidamente a las biopeliculas
microbianas naturales. La dindmica de adhesién y liberacion de ooquiste es importante
para evaluar y reducir potencialmente el riesgo de exposicion e infeccion humana
(Searcy et al., 2006; Wolyniak et al., 2010).

La unién de los ooquistes a las biopeliculas esta controlada por la arquitectura de las
biopeliculas y las interacciones quimicas de la superficie que dependen de la quimica
del agua. Las caracteristicas de una biopelicula especifica, incluida la composicion, el
grosor y la morfologia, dependen del nimero y la diversidad de organismos en el agua,
la concentracibn y naturaleza de la materia organica biodegradable y las

caracteristicas del material de soporte.

Figura 4. Pardmetros que influyen en la retencion y diseminaciéon de ooquistes a
partir de biopeliculas. Modificado de Lefebvre et al., 2021.
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La irradiacion UV (radiacién ultravioleta) sobre la viabilidad de los ooquistes
Cryptosporidium ya ha sido reportado en la literatura, pero la influencia de las
biopeliculas es raramente documentada. Se a compararon la infectividad de ooquistes
adheridos a la parte superior de una biopelicula, la infectividad de ooquistes adheridos

a la parte inferior de una biopelicula de 30 pym y la infectividad de ooquistes
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suspendidos. Los resultados fueron claro, ooquistes expuestos al sol fueron menos
infecciosos que los ooquistes en la oscuridad. La infectividad de los ooquistes
adheridos a la parte superior de las biopeliculas es significativamente menor que la
infectividad de los ooquistes en la parte inferior de la biopelicula, lo que significa que
las biopeliculas proporcionan una barrera protectora para los ooquistes contra la

radiacion solar. (Lefebvre et al., 2021).

En un estudio donde se observd los cambios que tenian las biopeliculas cuando
interactuaban con ooquistes se demostré que las biopeliculas eran mas gruesas que
los controles de solo biopelicula. Aunque tanto los controles de solo biopeliculas como
las biopeliculas expuestas a Cryptosporidium formaron biopeliculas inmaduras el
primer dia y biopeliculas maduras el dia seis, las biopeliculas expuestas a
Cryptosporidium siempre fueron significativamente mas gruesos que los controles de
biopeliculas solamente. Ademas, para el dia tres, las biopeliculas expuestas a
Cryptosporidium habian formado biopeliculas maduras y, por lo tanto, habian
madurado significativamente mas rapido que las biopeliculas inmaduras de tres dias
comparables en el control de solo biopelicula. (Koh et al., 2013). El estudio comprobé
el esquema publicado por Wingender y Flemming en 2011, que representaba el sitio
donde se alojaban frecuentemente los ooquistes y la teoria de los microorganismos
utilizan los aquistes para su movimiento de la parte superior a la inferior (Wingender y
Flemming, 2011).

VI. Contaminacion del agua por Cryptosporidium spp.

A nivel mundial, el agua subterranea representa aproximadamente el 95% del agua
dulce disponible y representa una fuente clave de agua potable doméstica, con
aproximadamente el 31.5% (2.200 millones de personas) de la poblacion mundial que
depende del agua subterranea para el consumo diario (Chique et al., 2020). El agua
superficial, también es una fuente importante de agua potable y en ocasiones

consumida sin haber recibido tratamiento (Limaheluw et al., 2019; Kong et al., 2017).

También la reutilizacion del agua se considera una forma innovadora de abordar la
escasez de agua que puede generar importantes beneficios econdmicos, sociales y

ambientales, los principales paises que reutilizan el agua son, China, México y EE.
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UU. (Principalmente California, Texas, Arizona y Florida) Particularmente los
principales paises tratadores de aguas residuales per capita, son Qatar, Israel y Kuwait
paises que se encuentran en Asiay la mayoria de su territorio es desierto (Abeledo et
al., 2018).

Las regiones mas vulnerables a contaminacion de agua incluyen areas densamente
pobladas como India, China, Pakistdn y Bangladesh, Nigeria, Argelia y Sudéafrica,
México, Venezuela y algunas areas costeras de Brasil, varios paises de Europa
Occidental y Oriental (incl. Reino Unido, Bélgica y Macedonia) y Oriente Medio. Las
fuentes puntuales de contaminacién (heces humanas) parecen ser una fuente de mas
dominante que las fuentes difusas (principalmente estiércol animal) en la mayoria de

las regiones del mundo (Vermeulen et al., 2019).

El uso de agua no tratada para beber y otros fines domésticos, como la preparacién
de alimentos, lavar la ropa y bafarse, puede ser perjudicial para las comunidades,
(Potgieter et al., 2020) y juega un papel importante en la transmisién de muchos
microorganismos patdégenos diferentes, como bacterias, virus, hongos, protozoos y
helmintos. Ya que estos provocan brotes de enfermedades transmitidas por el agua.
Que en los Ultimos afilos han mostraron un gran aumento no solo en ndmero sino

también en extension (Hamdy et al., 2019).

Se estima que las enfermedades transmitidas por el agua causan mas de 2,2 millones
de muertes por afio y muchos casos de enfermedades gastrointestinales todos los
dias, en todo el mundo, tanto en paises desarrollados como en los paises
subdesarrollo (Wei et al., 2018).

La vulnerabilidad del agua superficial con respecto a la contaminacion por
Cryptosporidium esta confirmada en la literatura. Los rios podrian ser un medio de
transmision rapida y a larga distancia de microorganismos patdgenos de fuentes
terrestres. También resulta que Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium hominis
siguen siendo las especies que se encuentran principalmente tanto en aguas

superficiales como en aguas tratadas en todo el mundo (Pignata et al., 2019).
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Cryptosporidium spp. se clasifica sistematicamente como la principal causa mundial (>
50%) de los brotes de infeccion por protozoos transmitidos por el agua (Chique et al.,
2020). Los brotes de a menudo estan relacionados con fallas en el tratamiento o
deficiencias de tratamiento en plantas recicladoras de agua, lo que permite la
contaminacion de las aguas potable que estdn destinadas a consumo humano
(Diéguez et al., 2018).

Cryptosporidium spp. se puede encontrar en ambientes acuaticos, incluidas aguas
superficiales, subterraneas, suministros de agua potable y aguas residuales. La
calidad del agua y los parametros microbianos como la turbidez, la temperatura, el
color, los residuos de desinfectantes, la dosis de coagulante, la superficie total, la
abundancia de coliformes fecales, asi como la geografia, los animales locales, los
patrones de topografia y lluvia, juegan un papel importante en la supervivencia de

Cryptosporidium spp. en agua (Daraei et al., 2020).

El primer inventario mundial publicada en 2013 de emisiones de ooquiste de
Cryptosporidium al agua superficial, identifico las regiones de puntos calientes y las
principales fuentes de contaminacion. Los resultados indicaron que las emisiones
globales de fuentes puntuales de aguas residuales que contienen excretas humanas
son comparables a las emisiones totales de fuentes difusas de la produccion ganadera.
Sin embargo, las emisiones de las areas urbanas se concentran en areas
relativamente pequefias, mientras que las emisiones agricolas son mas difusas. Las
areas de puntos criticos identificadas incluyen grandes areas urbanas en China, India
y América Latina. Las principales emisiones de fuentes difusas se pueden encontrar
en areas agricolas con produccion ganadera intensiva, por ejemplo, en China, India y
paises industrializados. El andlisis muestra que las emisiones humanas pueden ser
mucho mayores segun el modelo si las heces que no se recogen en los sistemas de
alcantarillado terminan directamente en las aguas superficiales. Este es
probablemente el caso en muchas areas urbanas de paises en desarrollo donde no
existen sistemas de alcantarillado y las aguas residuales se canalizan a través de

alcantarillas abiertas hacia las aguas superficiales. (Hofstra et al., 2013).
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En la publicacion mas reciente de la prevalencia de Cryptosporidium se determind que
en fuentes de agua tratada la prevalencia fue de 25.7% y en fuentes de agua no tratada
fue de 40.1% la prevalencia general de Cryptosporidium spp. entre todos los tipos de
agua fue de 36% (Daraei et al., 2020).

6.1. Brotes.

Un brote de criptosporidiosis en una comunidad generalmente comienza como un
brote focal asociado con un lugar de agua recreativa y evoluciona a un brote asociado
con multiples lugares de agua recreativa u otros entornos (por ejemplo, centros de
cuidado infantil o albercas publicas). A medida que avanza el brote, la exposicion al
agua recreativa podria disminuir en su importancia como factor de riesgo, mientras que
la transmisién secundaria (es decir, el contacto con una persona infectada) podria

volverse cada vez mas importante (Hlavsa et al., 2011).

Desde su descubrimiento en 1907 se notificaron relativamente pocos casos
adicionales en humanos hasta 1982, cuando se identificé diarrea grave y prolongada
causada por Cryptosporidium en hombres principalmente de las ciudades que
padecian el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en los Estados Unidos y
en sujetos inmunocompetentes, especialmente en los cuidadores de terneros
(Meinhardt et al., 1996).

En 1993 Cryptosporidium spp es reconocido como problema de salud publica asociado
al agua que se utiliza para tomar en EE UU. Ya que se produjo un brote de
criptosporidiosis en Milwaukee, este brote no solo fue la primera aparicion significativa
de Cryptosporidium spp. como un patégeno humano importante, sino también fue un
enorme brote transmitido por el agua que afecto a miles de personas de una ciudad
importante de América del Norte, Con un costo asociado a la enfermedad estimado de
US $ 96,2 M y 100 muertes. Desde entonces, los brotes de criptosporidiosis ocurren

regularmente en todo el mundo (Gargala, 2008; Zahedi et al., 2018).

Con base en un estudio realizado durante 2019 que recopilo 221 publicaciones de
diferentes regiones, se realizd un estimado de la prevalencia global de la infeccion por

Cryptosporidium el cual resulta que la prevalencia es de 7.6% en los estudios tomados
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de 69 paises. La mayor prevalencia se encontré en México, Nigeria, Bangladesh y la
Republica de Corea entre los residentes generales, los pacientes, los escolares y la
poblacidn sana, respectivamente. Los paises sin prevalencia estimada no significaron
que no hubo infeccion por Cryptosporidium, pero estos paises no tienen ningun estudio
que cumpla con los requisitos para la inclusion. Los paises de ingresos altos tuvieron
la prevalencia méas baja en subgrupos de poblacidn, excepto para los residentes
generales (Dong et al., 2020).

Se sabe por estudios anteriores que la prevalencia de la criptosporidiosis varia del 1
al 5% en niflos de paises desarrollados y del 50% en nifios de paises en desarrollo.
La criptosporidiosis se puede encontrar con mas frecuencia en nifios pequefos y
pacientes inmunodeprimidos, especialmente aquellos con inmunosupresion asociada
al VIH, donde la prevalencia general de la infeccién por Cryptosporidium spp es de
9.5% a nivel global, pero en paises con una alta tasa de VIH puede ser mucho mayor
principalmente en paises africanos donde se ha encontrado hasta un 34% mediante
microscopia y pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Este varia
segun el sexo, siendo mayor entre los hombres en comparacion con las mujeres. La
distribucion de especies de Cryptosporidium en humanos varia segun las areas
geograficas y las condiciones socioecondémicas. En los paises europeos, aumento la
deteccién de infecciones por C. parvum, C. hominis y C. meleagridis en humanos. Las
infecciones por C. canis y C. felis se informan en estudios realizados en paises en

desarrollo (Bednarska et al., 2018; Nakibirango et al., 2019; Sinyangwe et al., 2020).

La criptosporidiosis en Asia parece estar asociada con la urbanizacion y el rapido
aumento de la poblacién. Las fuentes de agua son insuficientes, no estan bien
mantenidas y estan expuestas a la contaminacion por animales. Se han notificado
casos de criptosporidiosis en Camboya, Indonesia, Laos, Malasia, Myanmar, Filipinas,
Singapur, Tailandia y Vietnam. En Bangkok, entre los Cryptosporidium spp. que han
sido aislados de pacientes con VIH son C. parvum, C. hominis, C. meleagridis, C.
canis, C. felis, C. muris, y C. parvum genotipo bovino. En la India, un estudio encontré
gue tanto los pacientes con VIH como los que no tenian VIH que acudian a un hospital
tenian una prevalencia del 38.60% y 2.52% respectivamente, mostrando una alta

prevalencia en pacientes con VIH.
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En China la prevalencia de Cryptosporidium en nifios con diarrea en la region de
Guangzhou fue del 6.9% vy la prevalencia real del 9% ajustada por la especificidad y la
sensibilidad del método de diagndstico. En otras regiones de China, la prevalencia de
Cryptosporidium en nifios en los informes disponibles oscil6 entre 0.7 y 5% y entre 1y
9.9% en la provincia de Jiangsu, 1.3% y 2.14-5.19% en la provincia de Anhui, 4-7% en
Changsha y 5% en la provincia de Yunnan (Chen et al., 2017).

Las tasas de prevalencia de la criptosporidiosis en Australia son un problema
importante de salud publica y son mas altas que en otros paises desarrollados. Aunque
la criptosporidiosis también se asocio con la lluvia, se ha informado que se producen
casos en areas célidas y secas. En las zonas rurales, los casos de criptosporidiosis
estan relacionados con una alta densidad de ganado. Los mas importante identificados
en humanos: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. fayeri, C. andersoni, y C. bovi.
En 2009 en Nueva Gales del Sur, se infectaron 1141 personas con Cryptosporidium
spp. debido a la contaminacion de las piscinas publicas (Bamaiyi y Redhuan, 2016).

Estados Unidos, se han notificaron al menos 928 brotes de enfermedades transmitidas
por el agua entre 1971 y 2014. Durante cuarenta afios, varios agentes etiol6gicos han
causado contaminaciones. Bacterias, virus y agentes no identificados han causado la
mayoria de estas epidemias, pero los brotes de parasitos como Cryptosporidium spp.
y Giardia intestinalis también se han presentado sistematicamente a lo largo de este
periodo (Pignata et al., 2019). Principalmente Cryptosporidium parvum vy
Cryptosporidium hominis que afectan a los humanos y bovinos (Wingender y
Flemming, 2011) se han reportan con frecuencia como contaminantes ambientales
importantes en muchos paises a pesar de sus diferentes factores climaticos,

socioecondémicos y demogréficos (El-Alfy Y Nishikawa, 2020).

Entre el 1 y el 15 de marzo de 2000, se produjo un brote de criptosporidiosis en y
alrededor de la ciudad de Clitheroe en el condado de Lancashire en el noroeste de
Inglaterra. ElI Departamento de Salud Ambiental de Ribble Valley notificé nueve casos
de criptosporidiosis a la Autoridad de Salud de East Lancashire. Todos los pacientes
vivian en o cerca de Clitheroe. La informacion provisional proporcionada por la

empresa de agua indico que seis de estos nueve pacientes vivian en una sola zona de
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agua abastecida por las mismas obras de tratamiento de agua. Sobre la base de esta
informacion, se declar6 un brote y se establecié un equipo de control de brotes.
Después de realizar estudios a diferentes habitantes se concluyé que 51 pacientes
dieron positivos a Cryptosporidium y vivian en la misma zona de suministro de agua y
bebian agua del grifo principal sin hervir en la zona. La tasa bruta de ataque para los
residentes de esta zona fue de 29,6 por 10.000 habitantes (segun la poblacion
registrada de médicos generales de 17.252 personas vinculadas por el codigo postal

de las residencias en la zona de suministro de agua) (Howe et al., 2002).

Durante el 2007 y 2008 se reportaron 134 brotes de enfermedades transmitidas por el
agua reportadas por el Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), 62
brotes fueron asociados con agua recreativa tratada y causados por parasitos. Un total
de 58 (93.5%) brotes fueron causados por Cryptosporidium, resultando en 12137
casos de diarreas agudas en humanos. Algunos de los brotes de criptosporidiosis

fueron brotes en toda la comunidad (Hlavsa et al., 2011).

En Ostersund, Suecia, en noviembre de 2010, alrededor del 45% de los habitantes se
vieron afectados por la criptosporidiosis causada por C. hominis del suministro puablico
de agua contaminada. El brote se caracterizé por la rapida aparicion de sintomas y
una alta tasa de ataque. Los Factores de riesgo identificados fue, cantidad de agua

consumida diariamente (Bamaiyi y Redhuan, 2016).

En agosto de 2013, en la ciudad alemana de Halle, 167 personas, en su mayoria nifios,
mostraron los sintomas clasicos de la criptosporidiosis. El brote fue causado por el
consumo de agua contaminada por aguas residuales tras la inundacion del rio Saale.
El analisis de muestras ambientales mostré un elevado nimero de ooquistes (hasta

592 ooquistes / 100 L) de Cryptosporidium hominis (Pignata et al., 2019).

En junio de 2015, se produjo un brote de criptosporidiosis en Hungria con 35 casos
dieron positivo (23 probables y 12 confirmados por laboratorio) entre 191 asistentes a
unas vacaciones de rehabilitacion residencial para pacientes pediatricos con trasplante
de érganos y sus familias en un hotel en el condado de Somogy, Hungria (Plutzer et
al., 2018).
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Figura 5. Distribucion de casos confirmados de Cryptosporidium por cada 100000
habitantes por pais de la Unién Europea en 2015. Modificado de Ongerth et al., 2018.
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Estadisticas epidemiolégicas compartidas por el Centro europeo para la prevencion y
el control de enfermedades en su informe mas recientes sobre criptosporidiosis
muestran una amplia distribucién de casos confirmados de la enfermedad en Europa.
Algunas caracteristicas importantes en el informe del 2015 son: Los datos recopilados
proceden de aproximadamente la mitad de los paises de Europa. Las excepciones
importantes incluyen Francia, Espafia, Portugal, Italia, Grecia, Ucrania, Rusia, Paises
Bajos y Dinamarca, una revision reciente centrada en Cryptosporidium y Giardia en
Europa del Este describe la distribucion de ambos organismos en las poblaciones

animal y humana en toda esta region (Ongerth et al., 2018).

Entre enero de 2011 y diciembre de 2016, se notificaron 381 brotes transmitidos por el
agua debidos a parasitos protozoarios como Cryptosporidium spp en todo el mundo.
El 49% de los eventos ocurrieron en Nueva Zelanda, el 41% en América del Norte y el

9% en Europa (Pignata et al., 2019).

32



2000

2007-
2008

2009

2010

2013

2015

Ciudad

Estados
Unidos

Milwaukee,
Estados
Unidos
Clitheroe
Inglaterra

Estados
Unidos

Nueva Gales
del Sur

Ostersund,
Suecia

Halle
Alemania

Somogy
Hungria

Cuadro 2. Principales brotes.

Afectados

Miles de
personas

51 pacientes

58 brotes
12137
personas

Se infectaron
1141
personas

45% de los
habitantes

167 personas

35 personas

Causas

Sujetos inmunocompetentes, especialmente
en los cuidadores de terneros

Brote transmitido por el agua

Consumo del subministro de agua potable

Fueron asociados con agua recreativa tratada

Contaminacién de las piscinas publicas.

Cantidad de agua consumida diariamente

Consumo de agua contaminada por aguas
residuales tras la inundacion del rio Saale

Asistentes a unas vacaciones agua de
alberca en un hotel

En paises latinoamericanos se han establecido cifras de prevalencia de ooquistes en

el agua: en Brasil se determiné en un 18.7 %; en Argentina del 3.9 %, Costa Rica 4.3
%, Venezuela 10.8 %, Ecuador 11.2 %, Guatemala 13.8 %-16.7% en Haiti y en
Colombia de 33.2 % (Garcia et al., 2014).

Los paises que soportan la carga de morbilidad relativa mas alta se encuentran

principalmente en el sur y sureste de Africa subsahariana y se caracterizan por una

prevalencia relativamente alta del VIH / SIDA (Limaheluw et al., 2019). La transmision

es principalmente de hombre a hombre, dado el frecuente contacto cercano entre
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humanos y animales en Africa, el aparente predominio de la transmision de persona a

persona es interesante y desconcertante (Robertson et al., 2020).

Cuadro 3. Prevalencia Cryptosporidium en agua.

Prevalencia Cryptosporidium en agua

%

Paises
Argentina 3.9 %,
Brasil 18.7 %
Colombia 33.2%
Costa Rica 4.3 %,
Ecuador 11.2 %,
Guatemala 13.8 %-16.7%
Haiti 33.2%
México 7.7%,
Sudéan 13.3%
Tailandia 6%-11%
Venezuela 10.8 %,
Vietnam 5%
Prevalencia global 19.6%

6.2. Brotes en México.

En México, Cryptosporidium se notificd por primera vez en la década de los 80 en nifios

del estado de San Luis Potosi y en pacientes inmunodeprimidos de la Ciudad de
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México y Monterrey, incluidos pacientes hospitalizados y nifios infectados por el VIH.
En bovinos fue identificada por primera vez en 1983 mediante microscopia en becerras
lactantes (Soave et al., 1989; Vitela et al., 2018).

En México, si bien el diagndstico etiolégico de los sindromes diarreicos no se realiza
de manera rutinaria en varias regiones, algunos estudios han intentado determinar la
prevalencia de paracitos intestinales en pacientes inmunodeprimidos. se han
reportado Cryptosporidium spp en proporciones variables (6% -82%) de adultos y

nifios inmunodeprimidos de México (Garcia et al., 2014).

Se estima que la tasa de prevalencia en México de Cryptosporidium spp es de 7.7%,
superior al porcentaje reportado en Argentina (0.2%) y Vietnam (5%). sin embargo, es
menor que la reportada en Sudan (13.3%). De igual forma, en un estudio realizado en
San Pedro lItzican, ubicado en la orilla del lago Chapala, la prevalencia de
Cryptosporidium spp fue del 7%. Es importante considerar la alta transmisibilidad de
Cryptosporidium spp ya que los ooquistes que se eliminan en las heces son
inmediatamente infecciosos para humanos y animales (Galvan et al., 2019).

Hay pocos informes sobre la prevalencia de Criptosporidiosis en humanos, las
tendencias epidemioldgicas siguen siendo desconocidas a nivel nacional. Estudios
realizados en nifios menores de un afio de la Ciudad de México en 2006, que fueron
atendidos en la Unidad de Medicina Familiar Gabriel Mancera del Instituto Mexicano
del Seguro Social demostré que de 100 nifios que fueron atendidos por enfermedad
diarreica aguda, 44 casos fueron positivos para protozoos, en 18 (41%) se detectaron
ooquistes de Cryptosporidium. Esto se considera un importante creciente de

las infecciones por Cryptosporidium en huéspedes humanos (SANCHEZ, 2006).

Un Estudiamos realizado a 1,179 viajeros norteamericanos que visitaron México entre
2005 y 2007. La diarrea del viajero (DT) fue informada por 521 (44%) participantes.
Entre los sujetos con DT, se examinaron 218 casos para detectar criptosporidiosis
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa e inmunoensayos ligados a enzimas.
Hubo 14 (6%) casos de criptosporidiosis. ELISA detecto siete (3%) casos de
Cryptosporidium, mientras que la PCR identific6 siete casos adicionales (6%). La

especiacion por secuenciacion de 18Sr ARN mostré que 13 casos fueron causados
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por Cryptosporidium parvum y solo 1 caso fue causado por Cryptosporidium hominis.
ELISA mostré una sensibilidad del 50% y una especificidad del 100% en comparacion
con la PCR (Nair et al., 2008).

En un estudio realizado en la ciudad de Monterrey, México, Cryptosporidium fue el
protozoo con una mayor frecuente, como se informa habitualmente en otros lugares.
La prevalencia de criptosporidiosis fue del 11% entre todos los pacientes
inmunodeprimidos y del 14% entre aquellos con infeccion por VIH. La criptosporidiosis
es endémica tanto en entornos urbanos como en comunidades rurales de México, con

tasas de prevalencia que oscilan entre el 3% y el 51%.

En México la prevalencia de Cryptosporidium spp. en bovinos oscilar entre el 22% vy el
67%. En lugares importantes como la Region Lagunera donde se encuentra uno de
los mayores productores de leche del pais, la prevalencia de Cryptosporidium spp
segun los estudios se encuentra en 71.79% lo cual representa un dato alarmante, de
ahi que las infecciones gastrointestinales en los bovinos son frecuentes con un mayor

nivel de infeccion para los terneros (Lopez et al., 2020).

En México, las autoridades de salud carecen de informacion sobre brotes de
cryptosporidiosis en el territorio nacional, existiendo en la actualidad pocos estudios
cientificos sobre el tema. En cuatro estudios epidemiologicos transversales para
identificar la prevalencia del parasito, realizados en la ciudad de México en grupos de
nifios y enfermos de cancer, la prevalencia reportada en enfermos con diarrea fue del

orden del 29.6% y de 11.4% en individuos aparentemente sanos (Garcia et al., 2014).

En 2010 en comunidades rurales de San Luis Potosi, Se encontré que casi la mitad de
2055 niflos de 3 a 19 afios en 14 tenian parasitos intestinales. Ademas, no se
encontraron diferencias en la prevalencia de estas infecciones entre nifios y niflas o

nifios en edad escolar y preescolar en este estudio.

Un estudio realizado en nifios de dos escuelas primarias publicas y tres jardines de
infancia publicos ubicados en la regién de Cananea en el noroeste de México entre

2013 y 2014 se encontré que, mas de la mitad de los nifios tenian infecciones por
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protozoos patégenos y comensales, un tercio tenia poli parasitismo intestinal (Quihui
et al. 2017).

En 2013, en El Valle de Juarez, Chihuahua se detectd ooquistes de Cryptosporidium
parvum en muestras de agua doméstica, en 19 de 38 (50%) muestras tomadas de
grifos y en 12 de 13 comunidades de estudio lo que demostrd que los ooquistes pueden
causar un brote de enfermedades diarreicas y en algunos casos no ser reportadas
(Quihui et al., 2017).

En México, el consumo de ensaladas mixtas de Taylor Farms en Guanajuato se ha
asociado a la infeccién por Cryptosporidium spp y algunos casos se relacionaron
especificamente con cilantro fresco originario de Puebla que son regados con aguas

recicladas (Galvan et al., 2019).

La criptosporidiosis es una enfermedad comun en los nifios mexicanos, como lo
demuestra un estudio realizado en bebés con diarrea severa, donde se encontrd que
el 41% estaba infectado con Cryptosporidium. En muchos casos, la infeccion es

asintomética, particularmente en nifios mayores (Nair et al., 2008).

Aunque la criptosporidiosis es comun en nuestra area, Cryptosporidium
parvum y Cryptosporidium hominis infectan principalmente a nifios menores de cinco
afos y la mayoria de nuestros participantes tenian mas de diez afios (Calderén et al.,
2020).

6.3. Contaminacion del agua.

Cryptosporidium spp se reconoce en gran medida como una causa comun de brotes
de enfermedades diarreicas transmitidas por el agua y los alimentos en todo el mundo.
La transmisién a través del agua es una ruta importante en la epidemiologia del

parasito y, por lo tanto, es un grave problema de salud publica (Widmer et al., 2020).

La contaminacion hidrica puede definirse como el resultado de la adicién de cualquier
tipo de sustancia o forma bioldgica que lleva a alterar su calidad a tal punto que

restringe e impide su utilizacion. El agua es la sustancia mas comun e importante en
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la tierra y su disponibilidad ha sido el factor mas critico para la supervivencia durante

el desarrollo de toda forma viva en el planeta (Xiao et al., 2018).

En la historia de la humanidad los centros culturales y los asentamientos humanos
siempre se fundaron en zonas con suministro suficiente de agua dulce y a medida que
la poblacion aumentaba el suministro natural de agua se iba limitando, por lo que las
grandes culturas desarrollaron técnicas y sistemas sofisticados para lograr el acceso
a nuevos depadsitos de agua como, perforacién de pozos y construccion de acueductos

Las aguas superficiales y subterraneas pueden contaminarse en la misma fuente, en
la red de distribucion o en los receptaculos de almacenamiento. Tanto las aguas
superficiales como las subterrdneas deben ser protegidas. Sin embargo, las aguas
subterraneas, dada su buena calidad y su movimiento relativamente lento suelen ser

mas faciles de controlar que las aguas superficiales (Cordoba et al., 2010).

El agua también fue y es utilizada para riego de sus cultivos, la alimentacion de los
animales y la propia. Ya que solo el .05% de agua dulce se encuentra disponible para

su utilizacién (Mekonnen y Hoekstra, 2015).

Pero muy pronto otras complicaciones de las zonas densamente pobladas, como la
creciente cantidad de residuos, aguas residuales y otros tipos de contaminacion, se
convirtieron también en factores peligrosos sobre el agua potable. Ademas de los
problemas de higiene causados por los residuos insalubres el rapido desarrollo de la
industria, especialmente el desarrollo de la industria quimica, ha dado lugar a una
contaminacion permanente de todos los tipos de sistemas de agua naturales, que no
s6lo se observa en los paises altamente industrializados sino en todos los lugares del
planeta; incluso se ha encontrado que la nieve y el hielo del Artico y la Antartida,
contienen contaminantes biolégicos y quimicos que se derivan principalmente de los

paises industrializados del hemisferio norte.

Los principales protozoos patdégenos encontrados en aguas contaminadas son:
Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Toxoplasma gondii,
Blastocystiss spp., Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis,

Cryptosporidium spp. y algunas otras especies de coccidias como Cystoisospora belli
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y Cyclospora cayetanensis. Debido a la alta resistencia de los ooquistes de
Cryptosporidium pueden permanecer varias semanas hasta meses y ser uno de los

principales contaminantes (Rios et al., 2017).

Esta contaminacion ha causado brotes que se atribuyen a la contaminacion de las
fuentes de agua y el suelo que son infectados por los animales muertos arrojados al
agua o cerca de ellas, las escorrentias agricolas, los deshielos, los biosélidos y las
fuertes lluvias que arrastran microorganismos a las fuentes principales de agua y a las

aguas subterraneas (Hamdy et al., 2019; Xiao et al., 2018).

La contaminacion de aguas de consumo es contamina principalmente con material
fecal de ganado vacuno, asi como con aguas negras o material fecal humana se han

asociado con brotes de diarrea causada por este protozoario (Luna et al., 2002).

Los ooquistes de Cryptosporidium se encuentran en todas partes del mundo. Millones
de ooquistes pueden liberarse en una evacuacion intestinal de un ser humano o animal

infectado.

Las Cryptosporidium se pueden encontrar en fuentes de agua, como pozos privados,
gue se han contaminado con heces de humanos o animales infectados. El agua puede
contaminarse a través de desbordes de aguas residuales, sistemas de alcantarillado
gue no funcionan correctamente, escorrentias de aguas pluviales contaminadas y

escorrentias agricolas.

Los pozos pueden ser mas vulnerables a dicha contaminacion después de una
inundacién, particularmente si los pozos son poco profundos, han sido excavados o
perforados o han estado sumergidos por el agua de la inundaciéon durante largos

periodos de tiempo.

El agua es un importante medio de transmision, entre otros aspectos por su dispersion
y la elevada resistencia que poseen los ooquistes a los tratamientos comunes de
potabilizacion, ya que se requieren como minimo una concentracion mayor de 80 mg/
L de cloro libre para su destruccion, esta concentracion es 400 veces la maxima
permitida en agua para consumo humano (0.2 a 1.5 mg/ L). Por otro lado, el agua

recién procesada que sale de la planta potabilizadora puede contaminarse en el
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trayecto antes de llegar al usuario por dafios en las tuberias. Debido a la aparicion de
infecciones gastrointestinales atribuibles, entre otros aspectos, a la ingesta de agua
potable contaminada por Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum y, asimismo a la
imposibilidad de utilizar la prueba de bacterias coliformes como indicadores de una
posible contaminacion por este tipo de organismos, es que se ha tratado de establecer

un método seguro y confiable para la deteccion del parasito (Diaz et al., 2003).

6.4. Identificacion de ooquistes en agua en diferentes regiones del
mundo.

Una revision de los informes publicados de la situacion de Cryptosporidium en las
aguas de Europa elaborada por Ongerth et al.,, en 2018 reflejo donde los
investigadores individuales encuentran el interés y el apoyo financiero para realizar
investigaciones especializadas y exigentes de Cryptosporidium. Por este motivo la
distribucidn geografica de tales investigaciones no esté ligada a la distribucion real de
estos organismos en el medio ambiente. Los paises analizados fueron: Austria, Gran
Bretafia, Bulgaria, Republica Checa, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria,
Italia, Luxemburgo, Paises Bajos, Noruega, Polonia, Portugal, Rumania, Rusia,
Escocia, Espafa, Suecia y Suiza, donde de un total de 5594 muestras de aguas

residuales tratadas, superficial y de rio el 41% fueron positivas (Ongerth et al., 2018).

En el andlisis de literatura elaborado por Chique durante un periodo de 27 afos, de
1992 a julio de 2019 proporciono informacion sobre la prevalencia global de
Cryptosporidium en las fuentes de agua subterranea para uso doméstico segun los
hallazgos de la literatura internacional revisados. Una tasa de deteccion del 19.6%
sugiere Cryptosporidium esta presente con frecuencia en las fuentes de agua
subterranea, lo que representa un vector de transmision latente y un importante
problema de salud. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los efectos del sesgo de
publicacién, es decir, no publicar resultados negativos, pueden influir en las
estimaciones calculadas. Si las cifras presentadas se consideran validas, se puede
cuestionar la suposicion de que los sistemas domeésticos de suministro de agua
subterranea estan en gran medida a salvo de la contaminacion por Cryptosporidium
(Chique et al., 2020).
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La criptosporidiosis se encuentra muy extendida en el sureste asiatico tanto en
humanos como en animales. Por ejemplo, en Tailandia, un estudio reveld que el 11%
y el 6% del agua de rios y océanos recolectada en varios lugares de Tailandia estaban

contaminadas con ooquistes de Cryptosporidium spp. (Bamaiyi y Mohd, 2016).

En tan solo 2 afios en Estados Unidos se reportaron 134 brotes 84 en 2007 y 50 en
2008. De los 134 brotes 83 (61.9%) comenzaron durante junio, julio 0 agosto meses
donde comienzan las temporadas de lluvia. La via de entrada implicada para cada
brote fue ingestidn con agua o alimentos contaminados por el agua en 81 brotes
(60.4%), contacto en 25 (18.7%), inhalacion en 18 (13.4%), rutas combinadas en 6
(4.5%) y desconocida en 4 brotes (3.0%) (Hlavsa et al., 2011).

En 2013 se realizaron estudios en las localidades de Alberta, Quebec, Ontario y
Columbia Britanica, utilizando el método USEPA 1623 (Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU., 2005. Se detectaron 601 muestras que dieron positivo para
Cryptosporidium de las cuales obtuvimos resultados de especies y genotipos de
Cryptosporidium en 422. se observaron 29 especies y genotipos de diferentes en agua
ambiental que dieron positivo para la deteccion molecular de Cryptosporidium. De
estas 422 muestras, 173 muestras tenian multiples especies o genotipos detectados.
La mayoria de estos tenian dos especies detectadas, sin embargo, el 22% tenia tres
0 mas especies 0 genotipos diferentes detectados en una sola muestra. Hubo 30
muestras donde se identificaron tres especies diferentes y 11 muestras donde se
identificaron cuatro especies diferentes. En el caso de muestras de Cryptosporidium
positivas para moléculas, la frecuencia de deteccion de cada especie o genotipo oscilo
entre una Unica deteccion y 186 detecciones. Cryptosporidium andersoni se detectd
con mayor frecuencia en muestras de agua y también se detectaron con frecuencia
algunas especies silvestres (genotipos de rata almizclera y rata almizclera).
Cryptosporidium hominis y Cryptosporidium parvum se detectaron solo en siete y
nueve muestras, respectivamente. Las especies y genotipos de Cryptosporidium
detectados en el medio ambiente a menudo estaban representados por mas de una
variante de secuencia. La cantidad de heterogeneidad de secuencia observada para
cada una de las especies / genotipos oscilé entre 1 y 18 variaciones. Los genotipos de

Cryptosporidium andersoni, rata almizclera I, rata almizclera Il y campafiol muestran
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una gran cantidad de heterogeneidad de secuencia, mientras que Cryptosporidium

baileyi no mostr6 heterogeneidad. (Ruecker et al., 2013).

En el estudio realizado por Pignata et al. en el noroeste de Italia en una zona
montafiosa, a 600 m sobre el nivel del mar, se detectaron una alta variabilidad de las
concentraciones de ooquiste, en una planta de tratamiento de agua potable que consta
de las siguientes fases para el tratamiento del agua: peroxidacion con hipoclorito de
sodio, filtracidén en arena, filtracion en Carbdén Activado Granular (GAC), cloracién final
(0.15-0.20 mg/L de cloro residual) y desinfeccién UV (dosis minima aplicada 400 J/m?),
realizada con Wallace y Tiernan Barrier® M900 Sistema UV equipado con lamparas
de media presion, disefiado para el tratamiento de 10-1150 m 2/ h de caudal de agua.
El muestreo ambiental se realizd por un periodo de tres afios, entre mayo de 2013 y
mayo de 2016 y se monitorearon tres puntos diferentes: la fuente de agua potable, el
efluente de la planta de tratamiento de agua potable y agua del grifo de un bebedero
publico ubicado en un distrito del municipio seleccionado como punto de acopio de la
red. Los resultados se reflejaron un a tabla donde se concluyé que los picos de
contaminacion podrian deberse a los factores como el deshielo y precipitaciones que
arrastran aguas a las fuentes analizadas. Se encontraron ooquistes en la mayoria de
las muestras (83.3%), tanto en el afluente (IN, 100% positivo) como en el efluente
(OUT, 77.8% positivo) de la planta de tratamiento, asi como en el punto de recogida
designado a lo largo de la red (agua del grifo, 77.8% positivo) (Pignata et al., 2019).

6.5. Meétodos de deteccion de ooquistes de Cryptosporidium spp.

Se ha hecho hincapié en el estudio de Cryptosporidium spp. en aguas superficiales,
facilmente susceptible a la contaminacién patdgena (Chique et al., 2020). EI monitoreo
de la presencia de Cryptosporidium en las cuencas hidrograficas que proporcionan
agua potable es necesario para determinar donde deben dirigirse los recursos
limitados de manera mas efectiva para proteger a los consumidores de la exposicion
a los ooquistes patogenos transmitidos por el agua La gestion de riesgos de las fuentes

de agua requiere un control rentable, rapido y eficiente (Jellison et al., 2020).
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La sensibilidad y especificidad de los métodos de deteccion actuales estan
determinadas en gran medida por la eficacia de los métodos de concentracion y
separacion utilizados y estan severamente limitados por la turbidez de las muestras de
agua (Khan et al., 2019) su recuperacion y deteccion dependen de la filtracion o
centrifugacion de la muestra de agua, seguida de la concentracién selectiva de
ooquistes (Diéguez et al., 2018).

Método 1623

El método estandar de oro para detectar Cryptosporidium spp., Incluido C. parvum, en
muestras de agua ambiental, es el Método 1623 de la Agencia de Proteccion Ambiental
de los EE. UU. (USEPA). Este método se basa en anticuerpos, comenzando con la
concentracion del ooquiste usando un sistema de ultra filtro de fibra hueca, seguido de
aislamiento de ooquistes por separacion inmunomagnética (IMS), tincién de ooquistes
recuperados usando un anticuerpo monoclonal fluorescente y contratincion de 4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), luego finalmente evaluacibn microscopica para
visualizar el ooquiste tefiido (Hassan et al., 2021). Este método ha demostrado un
rendimiento de recuperacion del 61% en agua pura enriquecida, del 48.8% en
muestras de grifos filtrados enriquecidos y del 19.5% en fuentes crudas, con un limite
de deteccion de aproximadamente 10 ooquistes / L (Diéguez et al., 2018). Este método
no identifica las especies o genotipos presentes en el agua y, por lo tanto, no
proporciona una evaluacién precisa del riesgo para la salud humana que plantean
estos parasitos cuando se detectan en una muestra de agua. Aunque podria
detectarse una gran cantidad de ooquistes de Cryptosporidium en una muestra de
agua, el riesgo para la salud humana puede ser bajo porque las especies y los
genotipos presentes pueden no ser capaces de infectar a los humanos (Ruecker et al.,
2007).

Se utilizan otras tinciones negativas como el verde de malaquita (técnica de tincion de
Heine modificada) para tefir el material de fondo de los portaobjetos y dejar los
ooquistes de Cryptosporidium sin tefiir. Existen muchas limitaciones en el uso de
métodos de tincion para la deteccion e identificacion de ooquistes de Cryptosporidium

spp, incluida, la variabilidad en la captacion de tincién por los ooquistes, que depende

43



de la tincion en si y de la edad de los ooquistes en el caso de &cido resistencia los
métodos carecen de la sensibilidad y especificidad requeridas, particularmente para
muestras que contienen pequefas cantidades de ooquistes y debido al hecho de que
la mayoria de los ooquistes de Cryptosporidium, incluyendo Cryptosporidium parvum
y Cryptosporidium hominis, son morfolégicamente indistinguibles, la necesidad para
un microscopista bien entrenado para la interpretacion de los resultados y el método
es muy lento, tedioso y subjetivo en comparacion con otros métodos (Hassan et al.,
2021).

La técnica de Inmunofluorescencia directa se realiza, empleando el anticuerpo
marcado con isotiocianato de fluoresceina A400FL Crypto-a-GloTM especifico para la

deteccién de Cryptosporidium parvum.

Para ello, se coloca 30 pL del concentrado sobre un portaobjeto y se prepar6 el
extendido en el centro de este. Se deja secar completamente a temperatura ambiente,
se agregd metanol sobre el extendido y se deja secar, luego se cubre completamente
con el anticuerpo monoclonal marcado e inmediatamente se incub6 por 30 minutos en
camara humeda. Al finalizar este tiempo, se lavo la lamina portaobjeto un minuto en
PBS para remover el exceso de anticuerpo y por ultimo se le agreg6 1 gota de liquido
de montaje (Waterborne, INC. New Orleands, USA). La muestra se debe observa
utilizando un microscopio de epifluorescencia a través de un filtro de luz azul de 480
nm, empleando una magnificacion de 400 X. Los ooquistes de Cryptosporidium
parvum se observaron como estructuras con fluorescencia verde manzana brillante de

forma redondeadas de 4 a 6 um de diametro (Arnedo et al., 2008).

Tincién ziehl neelse, se realiza el frotis con las muestras de agua, una vez seco, se
cubre con fucsina basica, se calienta hasta la emision de vapor y se tifie durante 20
min. Posteriormente se lavo el portaobjetos con agua del grifo para eliminar el exceso
tefir. A continuacion, se afiade alcohol acido durante 30 segundos y se enjuaga con
agua del grifo. Luego, el portaobjetos se cubre con azul de metileno durante 2 a 5
minutos y se enjuaga con agua del grifo. Finalmente, el frotis se deja secar al aire y se
observa en un microscopio 6ptico usando la lente de objetivo de 100x (Hassan et al.,
2021).
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Tincion Auramine, Se cubre el frotis seco con tincion de fenol de auramina al 0,3%
durante 10 min. Posteriormente, el portaobjetos se lava con agua del grifo, se cubre
con alcohol acido durante 30 segundos se enjuaga con agua del grifo. Finalmente, el
portaobjetos se cubre con permanganato de potasio al 0.1% durante 30 segundos se
lava con agua del grifo. Una vez seco, se afiade una gota de glicerina basica, se cubre
el portaobjetos con un cubreobjetos y se observa en microscopio de fluorescencia

utilizando la lente de objetivo de 40x.

En el caso del agua, un estudio analizé muestras de plantas de tratamiento de aguas
residuales para la deteccion de Cryptosporidium spp. por ZN e inmunofluorescencia
directa. El agente se detectd en el 100% de las muestras analizadas por ambas

técnicas, con un 100% de correspondencia. (Diaz et al., 2015).

La evaluacion de la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium es crucial para
evaluar la importancia para la salud publica de este importante protozoo zoonético. La
viabilidad se evalla comunmente en preparaciones humedas después del
pretratamiento con &cido y la tincion con tintes vitales fluorogénicos (Hamdy et al.
2019).

La baja dosis infecciosa de estos parasitos protozoarios significa que aumenta el
riesgo asociado para la salud publica. El ID 50 (nUmero de ooquistes necesarios para
infectar al 50% de las personas expuestas) se estimo6 entre 10 y 83 ooquistes en
adultos sanos para Cryptosporidium. La viabilidad y la infectividad de los ooquistes no
se modifican visiblemente después de varias semanas de almacenamiento, La
viabilidad de los esporozoitos se evalu6 en funcion de su forma, estructura y motilidad
(Jaskiewicz et al., 2018) Cualquier modificacién visible en la morfologia, la integridad
de la pared y el contenido interno de los ooquistes puede indicar una pérdida de

viabilidad a nivel del parasito unico (Hamdy et al. 2019).

Histéricamente se han utilizado varios métodos diferentes para evaluar la viabilidad de
Cryptosporidium. La escision fue uno de los primeros métodos desarrollados para
determinar si los ooquistes eran viables o no. Los esporozoitos de Cryptosporidium

pueden inducirse a escision incubando los ooquistes a 37 ° C y pH neutro con sales
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biliares o tensioactivos tales como dodecilsulfato de sodio. Posteriormente, se confirma
la escision de los esporozoitos mediante microscopia de campo claro.

Escisidn se ha utilizado de forma rutinaria para evaluar la viabilidad de ooquistes de
Cryptosporidium de diversos tipos de muestras, no solo la escision se correlacion6
pobremente con la temperatura, sino que, ademas, indicé grandes poblaciones de
ooquistes aparentemente viables después de calentar a 70 ° C o mas. Es importante
enfatizar que es poco probable que el tratamiento térmico haya causado falsos
positivos, ya que el calor no aumento el porcentaje de ooquistes vacios en ausencia
de escision. Ademas, la escision parcial no puede dar cuenta de estos falsos positivos,
ya que nuestro estudio incluyé ooquistes parcialmente excitados con los ooquistes
DAPI + no viables. Estos resultados concuerdan con otros estudios, que observaron
gue la escisidén sobrestimo la viabilidad de los ooquistes inactivados por sustancias

quimicas.

De manera similar, la infectividad de los ooquistes se reduce a 60 ° C y se elimina a
temperaturas superiores a 70 ° ¢ . Ademas, en comparacion con otros métodos, RNA
FISH mostré menos falsos positivos a temperaturas superiores a 80 ° C. Aunque RNA
FISH discrimina particularmente bien los ooquistes viables y no viables, es
técnicamente desafiante porque la sefial fluorescente producida por el RNA marcado
es a menudo débil y facilmente sofocada por las ribonucleasas presentes en la muestra
(Vande et al., 2018)

La evaluacion de la viabilidad significa determinar si los ooquistes estan vivos. Sin
embargo, los ooquistes vivos, intactos y metabdlicamente funcionales no son
necesariamente infecciosos, porque sus esporozoitos pueden no causar la infeccion
de sus huéspedes. Por lo tanto, para obtener una evaluacion confiable de la exposiciéon
de los seres humanos a parasitos infecciosos, los métodos para medir la viabilidad son
de mayor utilidad si se correlacionan con los resultados de los ensayos de infectividad.
Si no se establece tal correlacion, la deteccion de ooquistes viables no significa que
haya pardasitos infecciosos y, por lo tanto, se puede sobrestimar cualquier riesgo
(Rousseau et al., 2018).
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Los ooquistes con deformacion de la forma, aberturas en sus paredes y / o rellenos
con un contenido granular sin evidencia de esporozoitos intactos ( C. parvum ),
probablemente representan parasitos no viables que se puede observar
microscopicamente. Se han descrito métodos no invasivos para determinar la
viabilidad de los ooquistes y quistes en funcion de su tamafo, morfologia y cargas
eléctricas superficiales. Por ejemplo, la electrorrotacion es una técnica cualitativa que
se puede utilizar para detectar cambios en la morfologia y las propiedades
fisicoquimicas de microorganismos sometidos a un campo eléctrico giratorio. Este
enfoque se ha utilizado con éxito para investigar la viabilidad de C. parvum. Mas
recientemente, se han disefiado dispositivos de micro fluidos para medir el tamafio y
la deformabilidad de los ooquistes de C. parvum y C. muris mediante espectroscopia
de fuerza. Se ha informado que este método discrimina de manera confiable C.
parvum de los ooquistes de C. muris y viable de los ooquistes de C. parvum muertos
por calor en funcién de las propiedades de deformabilidad de los ooquistes. Estos
métodos podrian ser Utiles para evaluar la viabilidad de C. parvum. ooquistes en
muestras ambientales con antecedentes bajos, como agua potable. Sin embargo, el
uso de estos métodos aun no se ha adoptado ampliamente, si es que se ha adoptado,
y no se ha investigado su uso en el marco de la evaluacion de la exposicién en los
alimentos. Dado que la estructura y las propiedades fisicoquimicas de los ooquistes
pueden modificarse en el medio ambiente, incluidas las matrices alimentarias, y
después de tratamientos estresantes, sin afectar la viabilidad, parece poco probable
que la electrorrotacion y otros métodos biofisicos se desarrollen mas alla de lo posible.
herramientas de investigacion (Rousseau et al., 2018)

En términos de seguridad alimentaria, generalmente se considera preferible utilizar un
ensayo que pueda sobrestimar el riesgo (y subestimar la eficacia del proceso), que, al
revés, ya que este enfoque conservador (enfoque del “peor escenario”) asegura que

el publico se minimiza el riesgo para la salud.

Ninguna de las técnicas actualmente disponibles parece ser completamente adecuada
para una evaluacion confiable de la exposicion de los seres humanos a los protozoos
infecciosos en los alimentos o para las verificaciones de rutina de las medidas de

control (Woolsey 2019).
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Cuadro 4. Ventajas y limitaciones de las técnicas utilizadas para evaluar la

infectividad y la viabilidad. Modificado de Rousseau et al., 2018.

Métodos

Bioensayos

Cultivo celular

Métodos
basados en
morfologia y
propiedades
fisicas

Escision

Parésitos

C.pyC.h
IGIT

C.pyC.h

C/G

C/IGIT

Ventajas

- Requiere un solo
ooquiste

- Aplicacion en matrices
complejas de alimentos
- Evaluacion confiable
de la exposicion de
humanos a protozoos
infecciosos.

- Evaluacion confiable
de la eficacia de la
inactivacion

- Correlacién con
bioensayos

- Requiere un solo
ooquiste

- Evaluacion de
exposicion confiable de
humanos a protozoos
infecciosos

- Evaluacion confiable
de eficacia de
inactivacion

- Correlacién entre
electrorrotacion y
método de exclusion de
P1 (yoduro de propidio)

- Répido
- Requiere un solo
ooquiste

- Correlacion con el
método de exclusion de
48

Limitaciones

- Preocupaciones éticas
- Método costoso y
trabajo intensivo

- Falta de confiabilidad
con un numero bajo de
ooquistes

- Discriminacion de
diferencias grandes,
pero no finas entre
tratamientos

- Larga duracién de los
resultados (una semana
como minimo)

- Falta de ensayos
estandarizados

- Tiempo medio (48/72
h) a largo (10 dias) para
obtener resultados

- No se aplica a Giardia
- No se aplica en
matrices alimentarias
complejas

- Requiere ooquistes
purificados.

- No hay datos sobre la
viabilidad relativa a la
medida de infectividad
- No se aplica en la
evaluacion de la
exposiciéon en los
alimentos

- Requiere una gran
cantidad de ooquistes



Exclusion de
tintes vitales

RT-PCR

PESCADO

C/IGIT

C/IGIT

Pl
- Réapido
- No costoso

- Correlacion con
escision para colorante
PI (C)

- Rapidoy
relativamente simple

- No costoso

- Requiere un solo
ooquiste

- Aplicaciéon en matrices
complejas de alimentos

- Rapida

- Identificacién de
ooquistes de
importancia para la
salud humana

- Facil de estandarizar

- Requiere un ndmero
reducido de ooquistes

- Aplicacién en matrices
alimentarias complejas

- Réapido
- No costoso

- Requiere un solo
ooquistes

49

purificados

- Tasa de escision
variable

- Sobre / subestimacion
de la exposicion de
humanos a protozoos
infecciosos

- Sobre / subestimacion
de la eficacia de
inactivacion

- Sin aplicacion en
matrices complejas de
alimentos

- Requiere ooquistes
purificados

- Sobreestimacion de la
exposicion de humanos
a protozoos infecciosos
- Subestimacion de la
eficacia de inactivacion

- Limite de la variable de
deteccion en funcion de
las matrices

- Sobreestimacion de la
exposicion de los seres
humanos a protozoos
infecciosos

- Subestimacion de la
eficacia de inactivacion

- Requiere ooquistes
purificados.

- Sobreestimacion de la
exposicion de los seres
humanos a protozoos
infecciosos

- Subestimacion de la
eficacia de inactivacion
- Sin aplicacion en



matrices alimentarias

complejas

NASBA C - Correlacion con el - Sobreestimacion de la
método de exclusién de poblacién viable
Pl - No cuantitativo
- Réapido - No hay datos sobre la
- No costoso viabilidad relativa a la
- Requiere un numero medida de la infectividad
bajo de ooquistes - No se aplicaen la

evaluacion de la
exposicion en los

alimentos
PMA-PCR C - Répido - Sobreestimacion de la
- Requiere un numero poblacion viable
bajo de ooquistes. - No hay datos sobre la
- Se puede acoplar al viabilidad relativa a la
genotipo medida de infectividad
- Facil de estandarizar - No se aplica en la

evaluacion de la
exposiciéon en los
alimentos

Las biopeliculas podrian ser una herramienta muy util para monitorear cuencas
hidrogréaficas ya que se encuentran adheridas a diferentes superficies y estimar la
prevalencia y viabilidad de los ooquistes encontrados. El muestreo de deberia ser
usado como un meto mas para identificar regiones de alto riesgo dentro de una cuenca
hidrografica grande y compleja y a las plantas de tratamiento de agua asociadas en
riesgo potencial de aumento de la carga de ooquistes en el suministro de agua ya que
las biopeliculas tienen la capacidad de actian como una malla que atrapa a los
ooquistes y los puede mantener durante algunas semanas y es ahi donde se puede
identificar la presencia de ooquistes (Jellison et al., 2020). Dado que Los
procedimientos para la deteccion generalmente incluyen la recoleccion de un gran
volumen de muestra de agua (10 - 1000 L), seguida de concentracion utilizando varias
técnicas que incluyen filtracion y centrifugacion para obtener una muestra concentrada
(Diéguez et al., 2018).
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VIl.  Conclusion.

Podemos concluir que Cryptosporidium permanece viable en cualquier ecosistema
acuatico debido a la resistencia a los desinfectantes y la interaccion que tienen con las

biopeliculas, ya que estas almacenan y protegen lo ooquistes de la luz ultravioleta.

El agua se encontr6 como la principal via de transmision de ooquistes de
Cryptosporidium spp de rapida distribucién y a larga distancia, y a las biopeliculas
como un fuete de reservorio, debido a estos dos factores la cryptosporidiosis es una
de las principales enfermedades que afecta a diferentes animales mediante el
consumo de agua contaminada o alimentos regadas con esta. Tiene una mayor
importancia en nifios, personas inmunodeprimidas y animales jovenes principalmente

terneros.

Los principales reportes de brotes fueron en paises desarrollados donde el consumo
de agua directa del grifo es habitual y se otorgan financiamientos para realizar los
estudios. En paises donde no se cuenta con el apoyo suficiente la incidencia de brotes
de criptosporidiosis es menor. Los estudios demostraron que su distribucién es

mundial y se puede encontrar en las mayorias de suministros de agua.

Una de las principales maneras de prevenir los brotes es tener un buen control y una
desinfeccién adecuado. En caso de sufrir algun brote identificar, la fuete lo mas rapido

posible y mantenerlo en vigilancia durante semanas.

La prevalenciay la viabilidad estan relacionadas ya que donde se encuentran muestras
positivas habrd ooquistes viables que puedan ocasionar una infeccion. Con respecto
a la reproduccion de Cryptosporidium en biopeliculas hay muy pocos investigadores
que estudian este proceso, es necesario mas investigaciones para identificar los

estadios y la manera en que interacttan las biopeliculas y los ooquistes.
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