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V. RESUMEN 

 

La criptosporidiosis es una infección producida por parásitos protozoarios del 

género Cryptosporidium los cuales pueden ser ingeridos en el agua y el alimento 

contaminado, siendo capaz de producir diarrea en diversos vertebrados, 

incluyendo al hombre. Se han identificado C. parvum, C. ryanae, C. parvum y C. 

meleagridis como los principales causantes de la criptosporidiosis en bovinos y C. 

hominis como el principal causante de la “diarrea del viajero” en humanos. Los 

signos característicos son diarrea acuosa, inapetencia, fiebre, deshidratación, 

pobre condición corporal y depresión. En individuos inmunocompetentes la 

mortalidad es baja y la infección se autolimitada de 9 a 15 días aproximadamente. 

Generalmente los animales destetados y los adultos infectados no manifiestan 

síntomas de la enfermedad, pero pueden excretar ooquistes que contaminan el 

medio. La importancia de esta infección radica en la facilidad de su contagio 

siendo un tema muy importante en las explotaciones pecuarias por su alto costo 

en tratamientos prolongados e importantes pérdidas que conllevan la baja tasa de 

ganancia de peso y conversión alimenticia en animales neonatos. En humanos 

afecta principalmente a niños pequeños, ancianos y a personas inmuno- 

deprimidas. Es considera como una enfermedad definitoria del VIH, en los cuales, 

la diarrea es severa y es capaz de provocar la muerte en la mayoría de los casos. 

Para su diagnóstico, es necesario realizar la identificación del parásito mediante 

pruebas de laboratorio, de las cuales existe una variedad de ellas, desde las 

pruebas más sencillas que pueden ser elaboradas en un laboratorio estándar, 

hasta las pruebas más especializadas que solo pueden ser llevadas a cabo con 

equipo especializado y personal capacitado. 

 

Palabras clave: Cryptosporidium, diagnóstico, microscopía, serología, biología 

molecular
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1.  Introducción 

 

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria provocada por Cryptosporidium 

spp., pertenecen al phylum Apicomplexa, parásitos intracelulares que infectan a 

gran cantidad de mamíferos como aves, reptiles, anfibios y humanos, entre otros. 

Es considerada como una de las principales causas de diarrea neonatal en 

bovinos (Angus, 1990). Es cosmopolita y de gran importancia tanto en países 

desarrollados como no desarrollados, ya que afectan principalmente a individuos 

con sistema inmune comprometido siendo capaz de provocar la muerte del 

hospedador (Domenech y col., 2011, Kurniawan y col., 2013). Los protozoarios del 

género Cryptosporidium son patógenos clínicamente importantes por causar 

enfermedades gastrointestinales (Cacciò y Widmer, 2014). Cryptosporidium es un 

parásito intracelular obligado, por lo tanto solo necesita de un único huésped 

(monoxeno) para completar su ciclo de vida y su distribución puede variar por 

temporada y geográficamente (Borowski y col., 2008). Los patógenos entéricos 

son ingeridos por agua contaminada y alimento y pasan a través del tracto 

gastrointestinal,  una vez establecido en el huésped, la infección se dispersa a 

nuevos huéspedes por una eliminación posterior.  Para el diagnóstico de esta 

enfermedad, está disponible una variedad de métodos para la identificación del 

agente, Cryptosporidium spp., incluyendo microscopía y técnicas inmunológicas y 

diagnóstico molecular. Durante dos décadas, las herramientas de biología 

molecular se han desarrollado para identificar y diferenciar el parásito a nivel de 

especie/genotipo y niveles de subtipos (Xiao y Ryan,  2004; Cacciò, 2005). Sin 

embargo, las técnicas inmunológicas y moleculares son más complejas y 

costosas, haciéndolos métodos menos prácticos para la detección, especialmente 

en entornos con escasos recursos. Sin embargo tienen mejor sensibilidad y mayor 

especificidad (Morgan y col., 1998; Siddons y col., 1992). 
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2. Historia 

 

Las primeras especies de Cryptosporidium fueron descritas en 1907 por Edward 

Tyzzer. El parásito fue encontrado en las glándulas ventriculares de un ratón y fue 

nombrado Cryptosporidium muris (C. muris). Más tarde, en 1912, fueron 

encontradas especies más pequeñas nombradas C. parvum. Desde entonces, 

Cryptosporidium ha sido identificado en todas las clases de vertebrados. 

Cryposporidium parvum fue reconocido como un patógeno importante en los años 

setentas, cuando fue ligado a la diarrea crónica en una vaquilla de 8 meses,  

(Panciera y col., 1971) y varios años después en diarrea en humanos (Nime y col., 

1976). En 1993 ocurrió un brote masivo de Cryptosporidium en Milwaukee, 

Wisconsin, en el cual, aproximadamente 400,000 personas resultaron enfermas 

(Mac Kenzie y col., 1994). Hasta el año 2012 han sido nombradas por lo menos 26 

especies de Cryptosporidium y han sido descritos más de 73 genotipos adaptados 

al huésped de especies con estatus aún  indefinido, capaces de infectar tracto 

gastrointestinal y/o respiratorio en más de 280 especies de animales vertebrados y 

por supuesto, a humanos (Fayer, 2010; Ren y col., 2012; Ryan  y Power,  2012; 

Baldursson y Karanis, 2011). Las especies de Cryptosporidium han sido 

identificadas en ganado suizo; con un alto rango de infección, seguido de ganado 

joven y vacas (Silverlas y Blanco-Penedo, 2013). La transmisión zoonótica 

involucra especies como C. meleagridis, C. canis y visto ocasionalmente, C. felis 

(Lebbad y col., 2013). El primer caso de aislamiento de Cryptosporidium en 

ganado bovino fue en un becerro con diarrea en 1971 (Panciera y col., 1971). 

Desde entonces, han habido numerosos reportes de criptosporidiosis en diferentes 

países y regiones, incluyendo infecciones en humanos (Chen y Huang, 2010). 

 

Las especies de Cryptosporidium ocasionan problemas en rumiantes neonatos y 

es considerado como un agente etiológico importante en el síndrome de la diarrea 

neonatal en becerros, causando considerables pérdidas económicas directa e 

indirectamente (Tiranti y col., 2011). Las pérdidas económicas asociadas con esta 
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enfermedad no son únicamente debido a la mortalidad resultante, sino también al 

retardo del crecimiento de los animales, el costo de los medicamentos, la 

asistencia veterinaria y el incremento de trabajo involucrado (De Graafa y col., 

1999). C. parvum es una de las causas principales de diarrea en bovinos en todo 

el mundo (Blanchard, 2012). 

Los becerros recién nacidos son particularmente susceptibles a la infección y 

pueden excretar millones de ooquistes cuando desarrollan la criptosporidiosis. Los 

animales infectados pueden presentar signos que van de infecciones 

asintomáticas a diarreas profusas y deshidratación y en algunos casos la muerte 

(Ollivett y col., 2009). Algunos estudios indican que los animales adultos, en 

ganado asintomático, también excretan ooquistes y el total del número de 

ooquistes excretados puede ser considerable debido a la cantidad de heces 

producidas (Kuczynska y col., 2005). En caso de brotes, la identificación rápida y 

precisa de la infección es importante realizar para el tratamiento eficaz y manejo 

de la transmisión de la enfermedad. (Lee y col., 2014). 

 

A pesar de que C. parvum es la principal especie zoonótica de interés en salud 

pública y salud animal, se han identificado subtipos de C. parvum, animal 

específico, humano específico y zoonóticos, revelando que las herramientas de 

subtipos moleculares son esenciales para desentrañar la dinámica de transmisión 

de infecciones por Cryptosporidium en humanos y animales, aunque las 

cuestiones fundamentales relativas a la genética de poblaciones, tales como la 

extensión de la recombinación sexual en las poblaciones de parásitos en el 

campo, todavía no han sido resueltas por completo (Xiao y Feng, 2008). C. 

parvum tiene un amplio rango de huéspedes incluyendo humanos y ganado, en 

donde C. bovis y C. ryanae parece haberse adaptado al ganado (Robertson y col., 

2014). Se han identificado siete especies y tres genotipos en bovinos, incluyendo 

C. parvum, C. bovis, C. andersoni, C. ryanae, C. felis, C. hominis, C. suis, genotipo 

C. suis, Cryptosporidium porcino genotipo II y el genotipo Cryptosporidium deer-

like (Wang y col., 2011). Sin embargo, los primeras cuatro especies son 

principalmente responsables de la criptosporidiosis bovina. C. parvum coloniza el 
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intestino delgado y constituye un importante agente del síndrome diarreico de los 

neonatos, además numerosos estudios han demostrado una correlación 

significativa entre su ocurrencia y la diarrea, en bovinos adultos también ha sido 

reportada esta especie causando una enfermedad que generalmente cursa de 

forma subclínica y presenta bajos niveles de infección (Bednarska y col., 1998; 

Trotz-Williams y col., 2005). C. andersoni es comúnmente visto en bovinos adultos 

asintomáticos y ha sido asociado a abomasitis, reducción de la producción de 

leche y baja ganancia de peso y aunque presenta amplia distribución, su 

prevalencia es baja  (Esteban y Anderson, 1995; Wang y col., 2011a). En 

contraste, las otros dos especies comunes, C. bovis y C. ryanae generalmente 

infectan terneros antes del destete (Fayer  y col., 2000; Lindsay y col., 2000; 

Santín y col., 2004; Fayer y col., 2006;  Fayer y col., 2007). Además, estudios 

previos han sugerido que la infección del ganado con éstas dos especies no se 

asocian con ningún signo de enfermedad (Fayer y col., 2008). El genotipo 

Cryptosporidium deer-like es encontrados en todos los grupos de edades de 

bovinos de diversas áreas geográficas y son mucho más prevalentes en ganado 

post destete. Se ha encontrado que C. andersoni es más común en vacas 

mientras que C. bovis, C. parvum y el genotipo de Cryptosporidium en venados 

son menos prevalentes (Santín y col., 2008; Fayer y col., 2006). 

 

3. Cryptosporidium y criptosporidiosis 

 

Cryptosporidium spp es un parásito protozoario extracitoplásmico, entérico 

obligado, del Phylum Apicomplexa, clase Gregarinasina (Leander y col., 2003; 

Fayer, 2010; Templeton y col., 2010) y es una importante causa de enfermedades 

diarreicas en el mundo. El modo de infección es por vía fecal-oral, en alimentos y 

agua y es iniciada cuando los esporozoitos son liberados de los ooquistes, estos 

se fijan al tracto intestinal e invaden a las células epiteliales de la mucosa (Hashim  

y col., 2006).  
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Los protozoarios del género Cryptosporidium son parásitos epicelulares que 

infectan el tracto gastrointestinal y/o respiratorio en una amplia gama de 

vertebrados. (Ryan y Power, 2012). Es una enfermedad parasitaria de distribución 

mundial provocada por el parásito protozoario Cryptosporidium, el cual es 

transmitido por el agua y es encontrado intracelularmente en animales (Hussein  

2011; Lee y col., 2011). 

 

 Este parásito entre otros, produce infecciones importantes y prevalentes en el 

intestino delgado principalmente (Eckmann, 2002; Pierce y Kirkpatrick, 2009). En 

individuos inmunocompetentes la infección y colonización del patógeno en el 

tracto intestinal puede provocar síntomas transitorios de diarrea, también puede 

ser asintomática o, desarrollar la enfermedad causando gastroenteritis 

autolimitada de una duración aproximada de 9 a 15 días (Chalmers y Davies,  

2010; Rongchang y col., 2014). La duración y la gravedad de la criptosporidiosis 

está directamente relacionada a la edad,  alimentación y estado inmune del 

huésped, además, los portadores pueden desarrollar diarrea bajo condiciones de 

estrés. (Ungar y col., 1991;  Robinson y Chalmers, 2010). Además, la diarrea 

producida suele ser aguda y profusa y solo se observa en humanos y rumiantes 

(Tzipori y Griffiths, 1998; Xiao y col., 2004). Si la diarrea se vuelve persistente, 

puede causar la muerte del hospedador (Shing y col., 2011; Wang y col., 2011). 

En animales, además, produce reducción de la tasa de crecimiento, la tasa de 

conversión alimenticia y la producción láctea en ganado bovino y ovino y los 

rangos de mortalidad en ganado joven puede alcanzar el 35% resultando en una 

pérdida económica significativa (Azami, 2007; Esteban y Anderson, 1995;  Alonso-

Fresán y col., 2005; Singh y col., 2006). Aún debe de ser identificado un régimen 

de tratamiento efectivo, sin embargo ha sido reportado el efecto de la 

nitazoxanida, derivado  nitrotiazolil-salicilamida (Krauze y col., 2012). En el 2010, 

aproximadamente 27,000 personas se enfermaron en Östersund por beber agua 

contaminada por Cryptosporidium (Widerström y col., 2014) y los brotes por agua 

contaminada son comunes en países como Suecia (Widerström y col., 2014; 

Insulader y col., 2013). En África y otras regiones, la criptosporidiosis es una de 
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las causas más comunes y serias de diarrea relacionada a mortalidad y morbilidad 

de niños (Kotloff y col., 2013). 

 

3.1. Criptosporidiosis en el reino animal.  

 

Hoy en día, han sido identificadas distintas especies tales como: C. varanii, en 

lagartos monitores esmeralda; C. serpentis, en serpientes y lagartos y C. molnari, 

en peces (Fayer, 2008), C. hominis, encontrado fundamentalmente en humanos 

(previamente llamado C. parvum Tipo 1); C. parvum, en humanos y otros 

mamíferos (previamente  llamado C. parvum Tipo 2); C. andersoni y C. bovis, en 

bovinos; C. canis, en perros; C. muris, en ratones; C. felis, en gatos; C. wrairi, en 

cobayas; C. suis, en cerdos; C. fayeri, en canguros rojos (Ryan y col., 2008),  C. 

macropodum, en canguros grises (Power, 2010), C. meleagridis, en pavos y 

humanos; C. baileyi, en pollos; C. gali, en gallinas adultas y algunas aves 

silvestres (Pavlásek, 1999, Pavlásek, 2001). 

El género está compuesto de diversas especies y genotipos genéticamente 

distintos pero morfológicamente indistinguibles, siendo Cryptosporidium parvum la 

más común de las especies zoonóticas (Xiao y Feng, 2008). Las especies que han 

sido identificadas en bovinos, incluyen C. parvum (Anusz y col., 1990), C. bovis 

(Fayer y col., 2005), C. andersoni (Lindsay y col., 2000; Satoh y col., 2003) C. 

ryanae (Fayer y col., 2008), C. felis (Bornay-Llinares y col., 1999), C. hominis, C. 

suis, Cryptosporidium genotipo-ciervo (Fayer y col., 2008), Cryptosporidium 

genotipo-suis y Cryptosporidium porcino genotipo II (Langkjaer y col., 2007). Las 

especies responsables de la criptosporidiosis bovina principalmente son C. 

parvum, C. bovis, C. andersoni y C. ryanae (Maikai y col., 2011; Šlapeta, 2011; 

Wang y col., 2011a).  

 

C. parvum coloniza el intestino delgado y constituye un importante agente del 

síndrome diarreico de los neonatos, en ocasiones acompañado por depresión, 

inapetencia, fiebre, deshidratación y pobre condición corporal. El parásito puede 

diseminarse a través del tracto gastrointestinal y respiratorio. La invasión de las 
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células del huésped se limita al borde luminal y conduce a la pérdida de la 

superficie del epitelio, provocando interrupción y atrofia de vellosidades, 

produciendo inflamación e hiperplasia de las células de las criptas, infiltración de 

células mononucleares en la lámina propia y finalmente, la muerte del enterocito 

(Farthing, 2000). En bovinos adultos también ha sido reportada esta especie 

causando una enfermedad que generalmente cursa en forma subclínica y 

presenta bajos niveles de infección (Fayer y col., 1998; Trotz-Wiliams y col., 2005; 

Singh y col., 2006). C. andersoni comúnmente se ha visto en ganado adulto 

asintomático, sin embargo, se ha asociado con abomasitis, con una ligera 

hiperplasia epitelial e infiltración de linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos en 

lámina propia (Masuno y col., 2006). 

 Se asocia a una reducción de la producción de leche y pobre ganancia de peso, 

además ha sido encontrado en ovinos y caprinos y es considerada una especie 

zoonótica (Esteban y Anderson, 1995; Feng y col., 2011). Las especies C. bovis y 

C. ryanae infectan becerros destetados y de hasta un año de edad y es más 

frecuente C. bovis que C. ryanae (Fayer y col., 2006; Fayer y col., 2007; Santín, M. 

y col., 2008), en ambos casos, la infección del ganado con estas especies, no se 

asocia con ningún signo clínico de enfermedad (Fayer y col., 2005; Fayer y col., 

2008). 

Algunos estudios sobre la prevalencia de Cryptosporidium en hatos han mostrado 

que el bovino es la especie primaria no humana afectada por criptosporidiosis 

(Sanford y Josephson, 1982; Hashim y col., 2004). Los terneros antes del destete 

son frecuentemente infectados por C. parvum y contribuyen de manera 

significativa a la zoonosis de la criptosporidiosis (Fayer y col., 2007). 

La gravedad de los cambios morfológicos está relacionada con el número de 

parásitos presentes en el sitio de infección y estos pueden ser observados como 

macro y micro gametos color rojo, de 4-5 micrómetros de diámetro, adheridos a la 

superficie formando eslabones (Pantenburg y col., 2008). 

Existen evidencias de lesiones que ocurren en intestino delgado y ocasionalmente 

en el ciego y el colon, consistentes en atrofia leve, moderada o intensa de las 

vellosidades intestinales y fusión de las mismas, las cuales se presentan 
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ensanchadas y acortadas; hiperplasia, dilatación de las criptas intestinales, 

infiltración de la lámina propia con neutrófilos, además de presencia de ooquistes 

en la superficie epitelial e intensa apoptosis (Sasahara y col., 2003, Angus y col., 

1982).  Sin embargo, en bovinos infectados natural y experimentalmente se han 

detectado grandes cantidades de ooquistes en sus excretas sin que haya una 

demostración de signos clínicos y el periodo infeccioso es más frecuente entre el 

primero y segundo mes de edad (Iseki y col., 1989, Atwill y col., 1999). 

La prevalencia de criptosporidiosis en becerras lactantes de 1 a 30 días de edad, 

es generalmente elevada, mayor al 65%, observándose la mayor frecuencia entre 

los 7 y 21 días de edad (Delgado, 2007). La criptosporidiosis produce un impacto 

económico significativo debido a los costos de gastos médicos y  a las pérdidas en 

la productividad (Xiao y col., 2004).  

 

3.2. Consideraciones generales.  

 

La fuente de contaminación principal de los animales susceptibles es el agua, ya 

que se han realizado estudios que mencionan que el 10% de las infecciones 

pueden ser transmitidas de individuo a individuo y la mayoría de las ocasiones es 

debido a la contaminación del agua potable (Eisenberg y col., 2005). 

Las manifestaciones patológicas de criptosporidiosis son más frecuentes en 

animales lactantes de 1 a 3 semanas, aunque eventualmente los animales 

afectados se encuentran entre las 6 y 12 semanas de edad. La frecuencia de 

criptosporidiosis detectada es relativamente baja en becerras con diarrea en la 

primera semana pero se incrementa considerablemente la segunda semana para 

disminuir hasta los 45 días de edad (Harp y col., 1990). 

 

La susceptibilidad a Cryptosporidium varía de acuerdo con la edad y otros factores 

de riesgo que causen la expansión de la infección, además las infecciones mixtas 

con E. coli y Rotavirus, contribuyen en asociación con Cryptosporidium a la 

presentación de diarrea en becerras, con más severidad (Harp y col., 1989; 

Nussbaum y col., 1999). 
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El control y prevención de la enfermedad tiene beneficios económicos para la 

salud pública y la salud animal. En general la efectividad de un programa de 

control depende de la sensibilidad y especificidad de una prueba utilizada para 

identificar animales asintomáticos y clínicamente infectados (De Waele y col., 

2011). A la fecha no existe una prueba estándar de oro para la detección de 

Cryptosporidium spp., incluyendo ooquistes en heces (Kehl y col., 1995). Por tal 

motivo la finalidad de la presente revisión es recopilar los métodos de diagnóstico 

de la criptosporidiosis en los animales domésticos. Hay una extensa variación 

genética dentro del género Cryptosporidium. Con al menos 23 especies de 

Cryptosporidium considerados como válidos por la mayoría de los investigadores, 

éstas especies son colectivamente encontradas en humanos, ratones, bovinos, 

cerdos, borregos, caballos cabras, gatos, perros, canguros, pollos, pavos, peces, 

hurones, lagartos, tortugas, monos y venados (Fayer, 2010; Traversa, 2010). 
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4. TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO DE CRYPTOSPORIDIUM SPP EN ANIMALES 

DOMÉSTICOS. 

 

La materia fecal de animales y humanos es una fuente de gran cantidad de 

microorganismos, que se dispersan directamente o a través de lluvias por 

escorrentía de tierras agrícolas, suburbanas y urbanas, aguas residuales de los 

ríos, arroyos, estuarios y aguas costeras, contaminando además el mar y sus 

habitantes (EFSA, 2012), convirtiendo esto en una fuente sumamente importante 

de propagación de la infección, siendo esto un riesgo para la salud pública. 

Las escasas características patognomónicas de la infección por criptosporidiosis 

dificultan su diferenciación entre otras patologías diarreicas, por lo que debe 

confrontarse con otras posibles etiologías de diarrea (Chacín-Bonilla, 1995). C. 

parvum es mayormente encontrada en bovinos jóvenes de 2 meses de edad, 

donde C. bovis y C. ryanae son las especies más comunes en bovinos de mayor 

edad y jóvenes (Robertson y col., 2014). C. andersoni es principalmente 

encontrado en ganado joven y adulto (Robertson y col., 2014). 

La infección puede ser diagnosticada antemortem por el análisis de heces y post-

mortem, por examen histológico de una sección de intestino. La criptosporidiosis 

se diagnostica al demostrar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp en 

muestras de heces, o por la identificación de esquizontes y gametocitos en 

biopsias de tejido intestinal (Chacín-Bonilla, 1995). Sin embargo, la mayoría de los 

métodos de diagnóstico se basan en la detección de los ooquistes en heces por 

microscopía. Estos métodos son menos invasivos (Trotz-Williams y col., 2005). 

Las muestras de heces directas o concentradas son teñidas y examinadas bajo el 

microscopio para identificar a los parásitos en sus formas quísticas. En la 

actualidad están disponibles una variedad de métodos para la identificación de 

Cryptosporidium spp., desde pruebas diagnósticas sencillas como la microscopía, 

hasta técnicas más especializadas y sensibles que requieren equipo más 

especializado como las técnicas inmunológicas y especialmente, el diagnóstico 

molecular (Haque y col., 2007). 
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4.1. MICROSCOPÍA 

 

 La detección microscópica se basa en la búsqueda de ooquistes ambientales y 

químicamente resistentes en muestras fecales. (O’Donoghue, 1995; Quílez y col., 

1996). La introducción de la microscopía tuvo una influencia en el campo del 

diagnóstico médico. Para cualquier nuevo método de diagnóstico, si es molecular, 

serológico, o proteonómico, para tener un impacto significativo en el campo del 

diagnóstico, es probable que se compare con la microscopía, considerado el 

estándar de oro. El desarrollo de herramientas de diagnóstico más recientes en el 

campo de la parasitología se ha estancado en los últimos 20 a 30 años, 

fortaleciendo  la dependencia del diagnóstico basado en la microscopía (Riccardi y 

Momar, 2015). 

 La popularidad de esta técnica radica en su simplicidad, ya que no requiere nada 

más que un microscopio, el agente y para algunas técnicas, tinciones fácilmente 

disponibles. La microscopía ha sido el pilar de las herramientas de diagnóstico por 

décadas, incluso aunque existan otras técnicas los resultados aún requieren 

confirmación por microscopio ya que los nuevos diagnósticos carecen de 

estandarización (Riccardi y Momar, 2015). No obstante, algunos autores indican 

que resulta muy complicada la identificación de los ooquistes por sus 

características morfológicas, transparencia y por la presencia de impurezas y 

desechos fecales, particularmente en diarrea severa. Por lo cual se desarrollaron 

técnicas de concentración de ooquistes, las cuales facilitan la concentración de los 

mismos ya sea por técnicas de flotación o sedimentación, teniendo disponibles 

diversas soluciones (Pavlásek, 1982). 

 

4.1.1. Técnicas de concentración de ooquistes: 

 

En 1982, Pavlásek demostró que los ooquistes excretados en heces de animales 

infectados, pueden ser aislados utilizando métodos de flotación por centrifugación. 

Esto es muy importante para la detección de este parásito en los animales 

infectados y para estudiar su distribución en diferentes condiciones. El aislamiento 
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de los ooquistes de heces es útil para elucidar el ciclo de vida de Cryptosporidium 

en base a las infecciones experimentales y su participación en la muerte de los 

animales, especialmente los becerros (Pavlásek, 1982).  

Cuando se espera un bajo conteo de ooquistes en las muestras de heces, o en 

circunstancias donde es necesaria una purificación previa de los ooquistes, tales 

pruebas pueden aumentar la sensibilidad de la detección. El mejor método para 

concentrar ooquistes de heces son las soluciones de azúcares como la solución 

Sheather, sales como el sulfato de Zinc, formalina-eter (formalina-etil acetato) 

(Smith, 1992; Smith, 1998; Smith, 2008). También la solución de flotación Breza 

(Breza, 1957) lo cual consiste en porciones de solución saturada de MgSO4, tres 

porciones de solución de Na2S2O3 y una porción de agua corriente en gravedad 

específica, en donde fueron utilizadas heces diarréicas, muy acuosas obteniendo 

excelentes resultados. Las soluciones glucosadas SAEX y Sheather han 

demostrado resultados similares y satisfactorios. A pesar de eso, algunos 

organismos fecales parecidos en tamaño y morfología a los ooquistes complican 

un diagnóstico exacto. Por consiguiente, es indispensable realizar un método de 

tinción posterior para incrementar la certeza del diagnóstico parasitológico 

(Kageruka y col., 1984).Ya que los ooquistes no pueden ser correctamente 

identificados en medios húmedos. Por esta razón, la muestra de heces se 

extiende en un portaobjetos y deben ser posteriormente teñidas (Casemore, 

1991). Además, la tinción sin una concentración previa puede no ser muy sensible 

(Tee y col., 1993). 

En 1982, Willson y Acres mezclaron heces con solución de dicromato de potasio al 

2.5% (una parte de heces por 2 partes de solución dicromato de potasio), la cual 

fue utilizada como un excelente medio para almacenar y preservar los ooquistes y 

para su posterior diagnóstico y descripción, lo cual podría ser de al menos 1 año. 

Las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente por al menos 61 días. 

(Willson y Acres, 1982). 

Es un hecho que la concentración de los ooquistes mejora la calidad de la 

detección de las técnicas de tinción. Sin embargo, es necesario saber que estas 

técnicas necesitarán más tiempo para ser realizadas a comparación de las 
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técnicas que no requieren ser teñidas como por ejemplo, la inmunofluorescencia  

(Abassi y col., 2000; Sheather, 1922). 

 

En vista de que todas las técnicas de concentración ofrecen resultados similares, 

la técnica que además, ofrece un tiempo prolongado para la conservación de los 

ooquistes es la solución de dicromato de potasio, que puede preservar los 

ooquistes y su morfología intacta por más de 12 meses. Por lo anterior las 

soluciones glucosadas o de sales para la concentración de ooquistes podrían ser 

utilizadas si la muestra va a trabajarse en un periodo de no más de 24 horas de 

haber sido tomada la muestra y si la muestra no va a trabajarse inmediatamente 

después de haber tomado la muestra sino que por el contrario, tardará algunos 

meses en ser trabajada, sería recomendable utilizar la solución de dicromato de 

potasio para preservar los ooquistes hasta su examen. 

 

 

4.1.2. El uso de la tinción para la identificación de ooquistes de 

Cryptosporidium spp: 

 

A) Tinción Ziehl-neelsen 

 

La tinción de Ziehl-Neelsen modificada es clásicamente llevada a cabo por teñir un 

delgado frotis de materia fecal, fijado con metanol, con una solución de carbol-

fucsina sin diluir por lo menos 15 minutos. Después, la laminilla es enjuagada con 

agua corriente y colocada en una solución de alcohol-ácido para remover el tinte y 

las estructuras acido resistentes van a resistir la decoloración. Después de un 

nuevo enjuague, se tiñe con azul de metileno, el cual le dará un fondo de contraste 

entre el material y las estructuras ácido-resistentes. Se realiza un último enjuague 

con agua corriente y se deja secar al aire, puede ser examinada utilizando el 

objetivo 10X y el objetivo de aceite de inmersión de magnificación 100X 

(Henriksen y Pohlenz, 1981; Casemore y col., 1985). La tinción de Heine y la 
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tinción Ziehl-Neelsen modificada, que suelen necesitar muy pocos productos para 

su realización,  fueron comparadas con otras técnicas como la microscopía de 

fluorescencia entre otras, mostrando ser económicas, fáciles y muy eficientes para 

la detección de Cryptosporidium spp (Potters y Esbroeck, 2010). 

La técnica Ziehl-Neelsen modificada, facilita la visualización de los ooquistes, 

teñidos de rosa, sobre un fondo azul, dado por el azul de metileno, este contraste 

facilita la identificación de estas estructuras ácido-resistentes que son los 

ooquistes, apareciendo como estructuras redondas u ovaladas de 3 a 4 

micrómetros de diámetro, que contienen distintas estructuras internas. Sin 

embargo, la tinción de Ziehl-Neelsen modificada es un procedimiento que lleva 

tiempo (de 30 a 45 minutos), la cual requiere entrenamiento intenso y experiencia 

para interpretar los resultados (Mtambo y col., 1992; Tee y col., 1993; Chartier y 

col., 2002). La técnica de tinción Ziehl-Neelsen es una coloración para organismos 

ácido-alcohol resistentes; actualmente se emplea una técnica que es la 

modificación de la original, que recibe el nombre de  tinción de Ziehl-Neelsen 

modificada en la cual, el colorante primario (fucsina) se halla asociado a un 

mordiente químico (ácido dénico o carbólico), al que se le aplica un mordiente 

físico (calor) y que la decoloración se realiza mediante la combinación de dos 

solventes orgánicos, como el ácido y el alcohol (Velazco, 1995). 

Esta técnica es muy popular y se ha convertido en el método de referencia para la 

detección de los ooquistes de Cryptosporidium en frotis de heces. Tiñe alrededor 

del 60% de los ooquistes presentes en una muestra microscópica (Ziehl-Neelsen, 

1882). Esta técnica también es sumamente útil para detectar ooquistes de 

Cyclospora y Coccidia,  así como hongos y levaduras (Casemore, 1991), por lo 

que debe tenerse en cuenta que, de estar presentes, también se teñirán en la 

muestra, lo que pudiera traducirse en una relativa dificultad, si no se tienen bien 

claros los criterios de reconocimiento de los ooquistes de Cryptosporidium. 
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Figura 1: Frotis fecal teñido con Safranina-Azul de metileno. Esta imagen, 

muestra los ooquistes de Cryptosporidium (naranja-rosas) y levaduras (azul) 

(1500X) (Baxby y col., 1984). 

 

 

Figura 2: Frotis de heces teñido con la técnica caliente de Ziehl-Neelsen y 

decolorado con alcohol ácido. A diferencia de la imagen anterior,  muestra 

una pobre retención de carbol fucsina (1500X) (Baxby y col., 1984). 
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B) Tinción Kinyoun 

 

La técnica Kinyoun es muy similar a técnica Ziehl-Neelsen, pero con tres 

diferencias básicas: no se calienta el colorante principal (no se utiliza calor como 

segundo mordiente), el ácido utilizado para decolorar es más débil y no se 

decolora con alcohol. Las coloraciones de Ziehl-Neelsen y de Kinyoun tienen la 

misma sensibilidad, especificidad y contraste; pero esta última (método frío 

Kinyoun) requiere menos tiempo y su ejecución es más sencilla (Velazco, 1995). 

Por lo tanto, la única ventaja que ofrece la técnica de Kinyoun, en comparación 

con Ziehl-Neelsen, es que puede llevarse a cabo en un menor tiempo. 

 

 

C) Tinción Giemsa 

 

La técnica de tinción Giemsa es una modificación de la coloración de 

Romanowsky, resulta de la combinación de eosina y azul de metileno en una 

misma solución. Esta técnica es utilizada en los laboratorios de hematología para 

demostrar la diferencia entre el núcleo y el citoplasma de las distintas células 

sanguíneas y en microbiología, para la diferenciación intra y extra celular de 

parásitos en sangre circulante y además es útil para la observación de levaduras 

(Díaz y col., 1955). 

Este método presenta ciertas dificultades cuando son utilizados para diagnóstico 

rutinario. Los ooquistes tienen poca afinidad por la tinción Giemsa y suelen 

perderse en el fondo, mezclados con proteínas u otros materiales presentes en los 

frotis fecales, por lo tanto, pueden no ser detectados sobre todo cuando son pocos 

ooquistes. Además, los ooquistes de Cryptosporidium pueden confundirse con 

levaduras en la tinción de Giemsa por su tamaño y color similar (Angus y col., 

1981). 
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Figura 3: Cryptosporidium spp en corte histológico de estómago.  Técnica 

de tinción Giemsa. 

Fuente: http://www.vacunasyviajes.es/vacunasyviajes/Criptosporidiosis_Atlas.html 

 

 

D) Tinción de Heine 

 

Para la técnica de tinción negativa de Heine, la muestra de heces que es  

mezclada con la misma porción de solución de carbol-fucsina sin diluir en un 

portaobjetos. Se hace un frotis delgado, se deja secar al aire y se examina 

utilizando el objetivo 10X y el objetivo de aceite de inmersión a una magnificación 

50X o 100X (Heine, 1982). 

En esta tinción, los ooquistes de Cryptosporidium aparecen sin teñir, fuertemente 

refractivos, como estructuras redondas u ovaladas de 3 a 6 micrómetros de 

diámetro. Las estructuras internas son ligeramente visibles, como  manchas 

oscuras dentro del ooquiste. Esta técnica tiene una limitante, las laminillas deben 

ser examinadas 15 minutos después de haber sido secadas al aire (Heine, 1982). 

Este lapso de tiempo puede prolongarse a 30 minutos si se utilizan muestras que 

hayan sido fijadas en formalina al 10%, anterior a la tinción. Si la laminilla no es 

examinada en 15 a 30 minutos, los ooquistes se desecan y se volverán menos 

visibles.  De acuerdo con algunos investigadores es indispensable un microscopio 

de contraste de fase para su observación (Chartier y col., 2002), ya que el 

http://www.vacunasyviajes.es/vacunasyviajes/Criptosporidiosis_Atlas.html
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contraste de fase aumenta la especificidad y la sensibilidad, pero los ooquistes 

pueden ser aun reconocidos sin el contraste de fase. Para aumentar la 

sensibilidad de la técnica de tinción negativa, se recomienda agregar una gota de 

aceite a la laminilla y colocar un cubreobjetos. Haciendo lo anterior, la preparación 

puede ser observada utilizando el objetivo 10X y un objetivo “seco” de 

magnificación 40X obteniendo buenos resultados (Heine, 1982). 

 

 

 

Figura 4: Ooquistes de Cryptosporium spp. Técnica de tinción Ziehl-Neelsen 

(A) y teñidos con la técnica Heine (B) (Potters y Van Esbroeck, 2010). 

 

 

E) Tinción Köster 

 

Gracias a la alta afinidad de la tinción por los ooquistes de Cryptosporidium, estos 

se observan de un color rojo pálido contra un fondo verde; tiene ventaja sobre la 

técnica Ziehl-Neelsen, ya que los esporozoitos pueden ser visualizados en el 

interior del ooquiste. Para realizar la técnica, es necesario hacer un frotis de la 

muestra de heces y permitir secar al aire, posteriormente se fija en alcohol metílico 

de 2 a 5 minutos, se deja secar en un mechero por algunos segundos hasta que el 

alcohol se queme. Posteriormente se tiñe por 5 minutos con una mezcla de 2 

partes de una solución acuosa saturada de safranina más 5 partes de solución 

KOH al 5,6%. Se lava con agua y se diferencia en H2SO4 al 1% por 10 segundos, 

se lava con agua, se sumerge en solución acuosa de verde de malaquita al 5% 
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por 10 a 15 segundos y se realiza un último lavado con agua (Castro y Guerrero-

Bermúdez, 2004).  

 

Figura 5: En contraste con el fondo azul-verde, es muy sencillo identificar los 

ooquistes. Los esporozoitos se observan dentro de los dos ooquistes a la 

derecha. 

Fuente: http://www.phsource.us/PH/PARA/Chapter_2.htm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.phsource.us/PH/PARA/Chapter_2.htm
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4.2. PRUEBAS INMUNOLÓGICAS 

 

A) Inmunofluorescencia 

 

 

Figura 6: Quistes Giardia y ooquistes de Cryptosporidium. (Uribarren, s/a). 

Fuente: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/criptosporidiasis.html 

 

Las pruebas de inmunofluorescencia pueden utilizarse para detectar anticuerpos o 

la presencia de un patógeno. En ambos casos la reacción finaliza mediante la 

adición de un anticuerpo conjugado a una sustancia fluorescente, habitualmente 

fluoresceína. Estas pruebas son muy sensibles pero su interpretación tiene un alto 

grado de subjetividad. Las pruebas de inmunofluorescencia presentan dos 

variantes, directa (detección de antígeno) e indirecta (detección de anticuerpo) 

Cañavate y col., 2009). 

La detección de anticuerpos de Cryptosporidium puede realizarse por medio de la 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). La prueba de IFI se ha utilizado para evaluar 

otros ensayos de diagnóstico, sin embargo, solo puede ser realizada en 

laboratorios especializados, por personal calificado para evitar que los resultados 

puedan ser interpretados de manera subjetiva. Además, la prueba IFI es lenta, con 

cierta dificultad de analizar muestras múltiples de manera simultánea y no es una 

técnica sencilla de realizar en un laboratorio estándar. Otras desventajas que 

presenta esta  prueba diagnóstica es que detecta anticuerpos de infección y 

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/criptosporidiasis.html
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exposición. Por esta razón necesitan desarrollarse otros ensayos serológicos para 

el diagnóstico de infección por Cryptosporidium (Cañavate y col., 2009). 

Las tinciones fluorocrómicas con agentes como el 4´6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) y el ioduro de propidio son sensibles pero complejas (Carey y col., 2004). 

Éstas permiten establecer la viabilidad de los ooquistes y los resultados que se 

obtienen guardan una buena correlación con el desenquistamiento in vitro. Un 

anticuerpo marcado con Isotiocianato de fluoresceína (sus siglas en inglés FITC) 

contra los epítopos de la superficie de los ooquistes, específicos de un género, se 

unen a los ooquistes de Cryptosporidium que se encuentran presentes en la 

muestra. Gracias a un sistema de filtro para el Isotiocianato de fluoresceína, la 

excitación con luz Ultra Violeta (con una longitud máxima de excitación 490 nm y 

una longitud de onda media de emisión de 530 nm) provoca una reacción en los 

ooquistes marcados y estos muestran una fluorescencia color verde manzana 

brillante. Los materiales incluidos en los equipos tienen variaciones, pero 

normalmente incluyen controles positivos y negativos (Carey, 2004). 

 

Los frotis de heces secados al aire o concentrados de heces se fijan con metanol 

absoluto o acetona, según las instrucciones del fabricante y se dejan secar. No es 

recomendable diluir los reactivos suministrados para tratar de incrementar el 

volumen de la prueba. Posteriormente se aplica el MAb anti-Cryptosporidium, 

específico de género y marcado con Isotiocianato de fluoresceína se aplica en el 

material que se había trabajado anteriormente en la laminilla (Guzmán, 1989). 

 Se incuba horizontalmente en completa oscuridad en una cámara húmeda. Si 

existiera un exceso de anticuerpos, esto se elimina con un ligero lavado y se deja 

secar. Se monta un cubreobjetos con un medio de montaje adecuado, 

asegurándose de no tener burbujas de aire. Se observa la laminilla con objetivo 

20X y 40X, se realiza un conteo de los ooquistes presentes. Si en el equipo se 

incluye el colorante azul de Evans, que reduce la fluorescencia inespecífica, la 

fluorescencia de fondo será roja. La fluorescencia inespecífica es amarilla. Se ha 

de observar siempre el control positivo para asegurarse de que el tamaño, la 

forma y el color del posible ooquiste coincide con los del control positivo (OIE, 
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2008). Para resaltar los núcleos de los esporozoitos dentro de los ooquistes puede 

utilizarse fluorógeno nuclear “DAPI”, 4’6-diamidino-2-fenil indol (C16H15N5.2HCl, 

peso 350,2), esto proporciona una conformación morfológica adicional, originando 

una fluorescencia azul celeste (Grimason y col., 1994;  Smith y col., 2002). 

 

 

Figura 7: C. parvum. Técnica DAPI (tinción vital basada en la absorción de 

fluorocromos específicos) (Uribarren, T.B., s/a). 

Fuente: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/criptosporidiasis.html 

 

B) Detección de Antígenos de Cryptosporidium spp por 

Enzimoinmunoensayo  (ELISA). 

 

El copro-antígeno Elisa es una prueba sencilla para antígeno Cryptosporidium y 

esto sugiere que puede ser utilizado como única prueba en lugar de las técnicas 

convencionales de microscopio. También se sugiere que puede ser 

particularmente útil en laboratorios que no diagnostiquen criptosporidiosis 

comúnmente, en estudios epidemiológicos a falta de estandarización del 

diagnóstico y en situaciones donde el procesamiento de la muestra por lotes 

puede ser crucial (Brook y col., 2008).Tiene una sensibilidad del 100% (Direkel y 

col., 2008). En ELISA, se busca la presencia de los antígenos de los ooquistes en 

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/criptosporidiasis.html
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heces. Dependiendo del kit comercial, los coproantígenos de Cryptosporidium se 

capturan y desarrollan con una mezcla de anticuerpos mono y policlonales.   

Los equipos de detección de antígeno por ELISA en “sandwich”  son un 

procedimiento de doble capa diseñado para visualizar anticuerpos específicos, 

para desarrollar una reacción, están conjugados a una enzima (peroxidasa), a un 

substrato y a un sistema para desarrollar el cromógeno/sustrato una solución 

parada (que al añadir la mezcla de reacción, inhibe la catálisis enzimática 

posterior). El nombre de la determinación deriva de la observación que el antígeno 

se ubica entre el anticuerpo presente en el sustrato de la célula y el agregado 

como segunda capa (Rojas, 1995).  

 

 

C) Detección de antígenos por inmunocromatografía 

 

La Inmunocromatografía es un ensayo alternativo, apropiado para la detección 

cualitativa de los anticuerpos contra los antígenos del agente patógeno que se 

esté buscando muestras de heces y se ha informado de que la especificidad es 

alta (98–100%). Continúa el debate sobre si la Inmunocromatografía (o el ELISA) 

tiene una sensibilidad menor, igual o mayor que la de los métodos de tinción de 

ooquistes. Al igual que ocurre con los métodos ELISA, los ensayos de 

inmunocromatografía, pueden ser muy valiosos en casos de infección en los que 

no hay presencia de ooquistes detectables. Debido a la variedad de los métodos 

descritos para diferentes pruebas comerciales, en este capítulo no se incluye 

ningún método para la detección de coproantígeno por Inmunocromatografía. Si 

los anticuerpos contra el agente en cuestión, están presentes en la muestra, estos 

se unen a los antígenos del agente, obteniendo así una respuesta de cambio de 

color. Si los anticuerpos contra el agente en cuestión no están presentes, los 

antígenos del agente traspasan la ventana de resultados y no se obtiene ninguna 

respuesta de cambio de color (López y Estrada, 2005). 
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Este método, a comparación de ELISA, no se apoya en la difusión molecular para 

estipular la tasa de unión al antígeno mediante el anticuerpo de captura. En la 

inmunocromatografía de flujo lateral (IC), la velocidad de unión del antígeno al 

anticuerpo de captura ligado a la fase sólida, se aumenta por la acción de la 

absorción. Esto atrae rápidamente a todos los fluidos a través de una membrana 

incluida en la cajita para inmunocromatografía y reduce el tiempo del análisis de 

horas a minutos o segundos. Los antígenos solubles de Cryptosporidium en la 

muestra de prueba son atraídos dentro de la membrana y entran en contacto y se 

unen a los anticuerpos inmovilizados obtenidos contra los antígenos de 

Cryptosporidium, lo cual aumenta drásticamente la velocidad de la interacción del 

anticuerpo-antígeno. Las reacciones positivas son cualitativas y se ven como una 

banda de color en un lugar específico de la membrana, normalmente identificado 

por una línea en la caja inmunocromatográfica. El formato de ensayo puede variar 

de unos kits comerciales a otros. Con respecto a la detección del antígeno 

mediante el ELISA, el técnico debe determinar siempre si existen algunas 

contraindicaciones relacionadas con el uso de una prueba comercial y el uso de 

algún fijador (OIE, 2008). 
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4.3. Diagnóstico Molecular 

 

Actualmente, el estándar de oro es el análisis de muestras fecales en el 

microscopio, complementado con la Reacción de la Cadena de Polimerasa (PCR) 

o la detección de Antígeno para su confirmación (Haque y col., 2007). 

La reacción de la cadena de la polimerasa es una técnica molecular basada en las 

propiedades bioquímicas del DNA, asociadas a la composición y secuencia de 

nucleótidos. La PCR emplea pequeños segmentos de nucleótidos, llamados 

primers o Cebadores (pueden ser genéricos o especie-específico), cuyas 

secuencias son complementarias a las secuencias del DNA del organismo que se 

está investigando.  PCR es el método molecular más común para diagnosticar 

Cryptosporidium. Diversos estudios han demostrado que PCR es un método 

efectivo y extremadamente sensible para la detección de agentes patógenos.  La 

técnica convencional se basa en la amplificación de regiones de un gen específico 

para Cryptosporidium (18s RNA) y ha demostrado su efectividad en heces 

humanas y de origen animal.  Existe la técnica de PCR tipo anidado, que ofrece la 

ventaja de poder determinar las especies de Cryptosporidium utilizando el mismo 

producto de la primera reacción. Esta técnica de PCR anidada, ha demostrado ser 

útil para el diagnóstico de Cryptosporidium en todo el mundo, ya sea en humanos, 

aves, mamíferos domésticos o silvestres, peces y reptiles (Nethery, 2007).  

 

La amplificación de los primers (cebadores) permite la identificación del DNA 

patógeno. Estos primers, en conjunto con otros reactivos, se añaden a un volumen 

de solución que contiene DNA representativo de la muestra de estudio, incluido 

DNA del hospedador y del Agente patógeno buscado. La muestra puede ser de 

cualquier tejido del hospedador que pueda portar el agente (López y col., 2007). 

Los primers utilizados para detectar Cryptosporidium pueden ser a nivel de género 

o específicos de una especie. Los primers a nivel de género, detectan muchos 

grupos del organismo dentro del mismo género, mientras que los primers 

específicos diseñados para amplificar porciones altamente variables del genoma, 

pueden ser elegidos para identificar sola una especie particular de 
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Cryptosporidium. La PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) es una técnica fiable 

para el análisis del DNA, específica y secuencial de RNA. El uso de colorantes no 

específicos en qPCR tiene varias ventajas, incluyendo la capacidad para detectar 

la contaminación de productos inespecíficos. Las tinciones específicas permiten el 

análisis de temperaturas de fusión (Tm). La generación de productos de 

amplificación no específicos resultan a partir de productos dímeros de hibridación 

no apropiada para los cebadores designados. Estos subproductos no deseados se 

forman debido a la débil complementariedad en los extremos 3’ de un primer. Los 

subproductos permiten la hibridación de los cebadores a las hebras, seguido por la 

iniciación y la elongación de dímeros de DNA polimerasa termoestable (Morales y 

Nava, 2006). 

 

Para la identificación de género se pueden utilizar técnicas de detección de 

antígenos como Inmunofluorescencia (Xiao y Herd, 1993) o 

enzimoinmunoensayos (Polage y col., 2011). Sin embargo, la identificación de 

especie requiere del uso de técnicas moleculares de amplificación por PCR (Wang 

y col., 2011 b), debido a que hay diferencias morfométricas de los ooquistes y una 

baja especificidad de hospedador de las especies del género Cryptosporidium 

(Chen y Huang, 2010). Para determinar las especies de Cryptosporidium, a partir 

de heces de humanos y animales, se ha utilizado el gen de la subunidad menor 

del ARN ribosomal (RNAr 18S), con fragmentos de ~830 pb a 849 pb, utilizando 

pruebas de reacción en cadena de la polimerasa – polimorfismo de la longitud de 

fragmentos de restricción (PCR-RFLP) de extractos de ADN de ooquistes y una 

proteína de la pared del ooquiste (COWP), usando enzimas de restricción SspI y 

MboII (Gatei y col., 2003; Morse y col., 2007; Wang y col., 2011 b).  

 

Este método puede ayudar a detectar al parásito en forma rápida y de manera 

sensible ya que con pequeñas cantidades de parásitos, no detectadas por 

microscopía, el PCR anidado con cebadores internos ARNr 18S, son capaces de 

reconocer la infección (Kuzehkanan y col., 2011). 
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Se han realizado aislamientos de ADN de heces y agua y se ha amplificado la 

región genómica 18S rDNA de Cryptosporidium. Para la identificación de 

Cryptosporidium spp., se ha utilizado un protocolo de PCR anidado a dos pasos 

para amplificar el gen 18S rDNA. Los productos de PCR son sometidos a 

electroforesis en un gel de agarosa y teñidos con bromuro de etidio (Hussein, 

2011). Con la caracterización molecular del parásito Cryptosporidium se ha hecho 

posible diferenciar ooquistes identificando especies, genotipos y niveles de 

subgenotipos (Xiao y col., 2000).  

 

Actualmente una de las herramientas de subtipificación utilizados más 

comúnmente se basa en el análisis de la secuencia del gen GP60, el cual es el 

más adecuado y extensamente usado como marcador genético para especies de 

Cryptosporidium que infecta humanos, ya que permite la identificación de subtipos 

de familias dentro de C. parvum, así como varios subtipos (alelos) dentro de cada 

familia (Quílez y col., 2011; Chen y Huang, 2010). El entendimiento de los 

subgenotipos de C. hominis y C. parvum puede aportar pistas sobre los 

mecanismos de infección de estos organismos y sentar las bases científicas para 

la eficacia de las modalidades terapéuticas (Feng y col., 2003; Widmer, 2009; 

Widmer y Lee, 2010). Estudios del gen GP60 han demostrado que ciertas familias 

de genotipos están geográficamente relacionadas (Leav y col., 2002; Sulaiman y 

col., 2005; Hira y col., 2010). 

 

Las herramientas de diagnóstico molecular han sido utilizadas  para caracterizar la 

transmisión de Cryptosporidium spp intestinal humano-patógena, como C. hominis 

and C. parvum (Widmer, 2009). Estas herramientas han demostrado ser 

especialmente útiles para comparar la genética poblacional del parásito hacia el 

hospedador o las especies de  Cryptosporidium spp., la identificación de las 

fuentes de infección en humanos, el seguimiento de la propagación temporal y 

geográfica de los agentes patógenos y la investigación de los brotes y endemias 

(Feng y col., 2011).  
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Para la designación de especies dentro del género Cryptosporidium se deberán 

cumplir los siguientes requisitos básicos:  

a) Estudios morfométricos del ooquiste. 

b) Caracterización multigénica con genes de segregación independiente 

c) Estudios de especificidad de hospedador, tanto natural como experimental 

d) Conformidad con el ICZN –International Code of Zoological Nomenclature– 

(Xiao y col, 2004; Fayer, 2010). 

 

La detección se llevará a cabo mediante la preparación de extendidos fecales a 

partir de cada muestra y teñidas utilizando la técnica de Ziehl Neelsen modificada. 

Los extendidos fecales serán tratados con una solución de carbol fucsina (1 g 

fucsina, 10 ml de etanol 96%, 5 fenol g, 95 ml de agua destilada) durante 30 min, 

se desteñirán con una solución al 1% de ácido clorhídrico-alcohol (70%), durante 2 

min, se lavarán con agua corriente y se contrateñirán con una solución de azul de 

metileno al 1% durante 1 min. Después de un lavado final con agua, los 

extendidos se secarán a temperatura ambiente y se examinarán por microscopía 

de luz usando un lente con objetivo de 40X, para verificar la presencia de 

ooquistes de Cryptosporidium. Se registrarán las características de tinción de los 

ooquistes, tamaño y forma y el promedio de ooquistes (rojo brillante) en 20 

campos visuales con un aumento de 400X y se clasificarán de la siguiente 

manera: (+) de 1-10 ooquistes, (++) de 11-20, (+++) de 21-40, (++++) > de 40 y (-) 

para ningún ooquiste (Chen y Huang, 2010). 

 

Las muestras positivas serán almacenadas a 4 ºC en una solución acuosa de 

dicromato de potasio (K2Cr2O7) al 2,5%. Para su purificación, cada muestra será 

filtrada a través de un cedazo de malla de poro de 0.035 mm, para remover los 

residuos grandes, y el filtrado será procesado dentro de 24 horas de la toma de 

muestras de la siguiente manera: El K2Cr2O7 se eliminará mediante tres ciclos de 

precipitación con solución salina amortiguada con fosfatos (PBS; 0,1 M, pH 7,4) y 

suspendida en PBS. Los ooquistes se aislarán a continuación, utilizando una 

solución saturada de sacarosa por la técnica de flotación (Scott y col., 1995) y se 
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purificará por gradiente de centrifugación discontinua con sacarosa. Los ooquistes 

se contarán con un hemocitómetro y los tamaños de 50 ooquistes serán medidos 

utilizando un lente micrométrico (Thompson y col., 2007). 

 

4.3.1. Extracción de ADN.  

 

Los ooquistes de Cryptosporidium serán lavados tres veces con PBS y se 

suspenderán en 0.2 mL de agua destilada estéril antes de la extracción de ADN. 

El genoma de ADN será extraído usando un kit de extracción de ADN. El 

sobrenadante conteniendo ADN será diluido en 50 μL de una solución 

amortiguadora (AE) y almacenada a -20°C antes de ser usada para el análisis de 

la reacción en cadena de la polimerasa. El genoma de ADN será extraído de una 

muestra negativa (sin ADN de ooquistes) como control negativo (Chen y Huang 

2010). 

 

Amplificación de una pequeña subunidad del gen ARN ribosomal (SSU 

rRNA). Se utilizará un protocolo de PCR tiempo final anidado en dos etapas para 

amplificar un fragmento de ~430 bp del gen SSU rRNA usando cebadores 5´-

GTGGCAATGACGGGTAACGG -3´ y 5´- CAGGACATCTAAGGGCATCA -3´ para 

el PCR primario y 5´- AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG -3´ (CPB-DIAGF) y 5´-

TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG -3´ (CPBDIAGR) para el PCR secundario. La 

PCR se llevará a cabo en un volumen de 25 μL conteniendo 2.0 μL (10 ng/μL) de 

ADN genómico, 2.5 μL 10× PCR buffer, 1.0 μL MgCl2 (50 mM), 0.2 μL (5 IU/μL) 

Taq DNA polimerasa, 0.5 μL dNTP (10 mM), 1.0 μL (20 pmol/μL) de cada cebador 

de avance y retroceso y nucleasa libre de agua de hasta 25 μL. El primer paso del 

programa de PCR incluirá 35 ciclos (94°C por 45 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 

1 min), y el segundo paso de PCR incluirá 40 ciclos (94°C por 30 seg, 55°C por 30 

seg y 72°C por 1 min) usando el producto de ADN del primer paso como plantilla 

(Chen y Huang 2010). 
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Para saber que la reacción de la PCR transcurrió eficientemente, se visualizan los 

resultados a través de una electroforesis en gel de agarosa (Lee y col., 2012). La 

electroforesis consiste en la separación de grandes moléculas como los ácidos 

nucleicos a través de una matriz sólida que funciona como filtro para separar las 

moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamaño y carga eléctrica. Esta 

separación se hace bajo una solución buffer. En el caso de los ácidos nucleicos, el 

grupo fosfato les proporciona una carga negativa, por lo que durante la 

electroforesis migran hacia el polo positivo. Para ello, se prepara un gel diluyendo 

una cantidad de agarosa en la solución buffer, se calienta hasta que la agarosa 

hierva lo suficiente y posteriormente se vacía a un recipiente que sirve de base 

para que solidifique. Se agrega Bromuro de Etidio, el cual es una molécula 

intercalante  capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con luz 

UV emite una señal que permite la visualización del producto de la amplificación 

en forma de bandas, esta visualización se lleva a cabo tomando una fotografía 

digital al gel de agarosa expuesto a la luz UV; adicionalmente un procesador de 

imágenes se encarga de analizar las bandas observadas. En la PCR tiempo real, 

no es suficiente con detectar la amplificación en tiempo real y capturar la 

fluorescencia de cada muestra, el análisis de la reacción es el paso final para 

determinar la cuantificación genética. Para ello los termocicladores están provistos 

de una computadora con un software que genera una serie de gráficas donde se 

muestran los datos necesarios para conocer si la reacción fue exitosa. Otro paso 

importante del análisis es elegir el tipo de cuantificación a utilizar para determinar 

la amplificación precisa del blanco génico; este proceso depende del interés del 

investigador. Para ello existen dos tipos de cuantificación: la absoluta, que ayuda a 

conocer el número exacto de copias amplificadas o la concentración precisa de 

ácidos nucleicos en una muestra; la relativa: esta se aplica cuando se desea 

evaluar los cambios en la expresión de genes en distintos estados fisiológicos 

(Tamay y col., 2013). 
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5. CONCLUSIONES 

 

Durante muchos años se han realizado investigaciones donde se compara la 

eficiencia de distintas técnicas de tinción a las cuales, incluso se les han realizado 

modificaciones para obtener una identificación de ooquistes más certera, sin 

embargo, para poder tomar una decisión objetiva sobre cuál es la mejor técnica 

deben de tenerse en cuenta el tiempo de realización y la facilidad de la técnica, la 

afinidad y especificidad de la tinción con los ooquistes, la facilidad de identificación 

mediante un buen contraste entre los ooquistes, el fondo y su costo. Haciendo una 

comparación de la literatura, podríamos concluir que la mejor técnica de 

diagnóstico hasta el momento es la PCR, ya que nos ofrece información rápida y 

sumamente específica sobre el agente que se investiga, ofreciendo información a 

nivel de especie, genotipo y subgenotipo, lo que la convierte en una prueba 

altamente sensible. Sin embargo, es una prueba costosa y requiere equipo de 

laboratorio más especializado y reactivos costosos.  Resulta sumamente útil para 

comparar la genética de la población parasitaria hacia el hospedador, siendo 

necesaria una cantidad muy pequeña de muestra (microlitros) y solo necesita 

algunos ooquistes para poder obtener un resultado positivo. No obstante, se 

requiere personal calificado y por su gran exactitud y especificidad, es 

relativamente fácil contaminar la muestra y alterar el resultado si no es realizada 

por personal entrenado. 

 

Dentro de las pruebas inmunológicas, la inmunocromatografía es una excelente 

prueba cualitativa con una alta especificidad, sin embargo, comparándola con 

ELISA, que ofrece excelentes resultados cuando se busca un género o especie 

específicos, mostrando una especificidad del 100%, no existe diferencia en cuanto 

a la calidad de los resultados, además, si existiera una infección provocada por 

más agentes, en ambas, se vería la necesidad de realizar pruebas 

complementarias. Es una prueba relativamente sencilla pero es costosa ya que 

requiere equipo especial y personal certificado y aún existe la necesidad de 

realizar una estandarización del diagnóstico. También es necesario refrigerar las 
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muestras hasta su  utilización ya que las temperaturas elevadas pueden deteriorar 

el antígeno parasitario. 

 

El diagnóstico por microscopía ofrece una excelente opción para uso rutinario en 

laboratorios estándar, en donde no existe la necesidad de trabajar un gran 

volumen de muestras, siendo las tinciones una técnica sencilla de realizar, 

práctica, que no necesita de mucho entrenamiento para poder ser llevada a cabo, 

ofreciendo excelentes resultados, especialmente las técnicas Köster modificada 

Heine y  Kinyoun (Ziehl-Neelsen modificada), las cuales muestran un excelente 

contraste entre los ooquistes y el fondo, facilitando su identificación y que además, 

tiene alta afinidad con los ooquistes y no así con hongos y levaduras. No obstante, 

la microscopía solo nos ofrece un diagnóstico a nivel de género. Cuando se 

sospecha de un conteo bajo de ooquistes o en una infección subclínica, también 

cuando sea necesario realizar un lavado o purificación de los ooquistes para 

pruebas posteriores, será estrictamente necesario realizar una previa 

concentración de ooquistes. Ya que todas las técnicas de concentración ofrecen 

resultados similares, la técnica que además, ofrece un tiempo prolongado para la 

conservación de los ooquistes es la solución de dicromato de potasio, que puede 

preservar los ooquistes y su morfología intacta por más de 12 meses. Por lo 

anterior las soluciones glucosadas o de sales para la concentración de ooquistes 

podrían ser utilizadas si la muestra va a trabajarse en un periodo de no más de 24 

horas de haber sido tomada la muestra y si el material a analizar no va a 

trabajarse inmediatamente después de haber tomado la muestra sino que, por el 

contrario, tardará algunos meses en ser trabajada, sería recomendable utilizar la 

solución de dicromato de potasio para preservar los ooquistes hasta su examen. 

 

Las técnicas de concentración facilitan la detección de los ooquistes, eliminan los 

desechos y material que pudiera afectar la  observación e identificación, son 

fáciles de hacer y la mayoría suelen ser económicas, acortan el tiempo de 

búsqueda del agente en la laminilla y sobre todo aumentan la certeza del 

diagnóstico, sin embargo, esto no es estrictamente necesario para realizar una 
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tinción en muestras con alto conteo de ooquistes ya que su observación resulta 

sencilla. 
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