CAPITULO 13
Cryptosporidium spp.

Lorena De Felice, Carina Basset y Juan M. Unzaga

Cryptosporidium spp., protozoario que pertenece al phylum Aplicomplexa, parasita a hos-
pedadores vertebrados, incluido el hombre. Los individuos infectados por Cryptosporidium
spp. pueden presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas dependiendo de la
especie del parasito y también del tipo, edad y respuesta inmune del hospedador (Xiao et
al., 2004).

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Eimeriorina

Familia: Cryptosporidiidae

La clasificacidon taxonémica y el nombre de las especies de Cryptosporidium, esta expe-
rimentando un cambio rapido a medida que se publica informacién nueva basada principal-
mente en datos moleculares (Fayer, 2004). La revisidn mas reciente enumeré mas de 40
especies, pero ademas de las especies reconocidas como resultado de estudios en humanos
y animales domésticos, hay evidencia creciente de numerosos genotipos identificados en la
vida silvestre y en muestras del ambiente (Appelbee et al., 2005; Oates et al., 2012; Slapeta,
2013; Ryan et al., 2021). El resumen de las especies de Cryptosporidium se puede observar

en la tabla 1.
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Tabla 1. Especies de Cryptosporidium (Modificado de Slapeta, 2013).

Numero correlativo
de especie
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XXl
XXl
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XXV
XXVI
XXVII
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Nombre de la especie Hospedadores
C. muris (Tyzzer, 1907) Mamiferos/aves
C. parvum (Tyzzer, 1912) Mamiferos

C. meleagridis (Slavin, 1955) syn. C. Mamiferos/aves
tyzzeri (Levine, 1961)

C. wrairi (Vetterling et al., 1971) Mamiferos
C. agni (Barker & Carbonell, 1974) Mamiferos
C. bovis (Barker & Carbonell, 1974) Mamiferos

C. cuniculus (Inman & Takeuchi, 1979) Mamiferos
C. felis (Iseki, 1979) Mamiferos
C. serpentis (Levine, 1980) Reptiles/mamiferos

C. nasoris (Hoover et al., 1981) Peces

C. baileyi (Current et al., 1986) Aves

C. varanii (Pavlasek et al., 1995) Reptiles
syn. C. saurophilum (Koudela & Mo-

dry’, 1998)
C. cichlidis (Paperna & Vilenkin, 1996) Peces
C. reichenbachklinkei (Paperna & Vi- Peces
lenkin, 1996)
C. galli (Pavlasek, 1999) Aves
C. andersoni (Lindsay et al., 2000) Mamiferos
C. canis (Fayer et al., 2001) Mamiferos
C. hominis (Morgan et al., 2002) Mamiferos
C. molnari (Alvarez-Pellitero & Sitja- Peces
Bobadilla, 2002)
C. suis (Ryan et al., 2004) Mamiferos
C. scophthalmi (Alvarez-Pellitero et Peces
al., 2004)
C. pestis (Slapeta, 2006) Mamiferos
C. fayeri (Ryan et al., 2008) Mamiferos
C. ryanae (Fayer et al., 2008) Mamiferos
C. fragile (Jirku et al., 2008) Anfibios
C. macropodum (Power & Ryan, 2008) Mamiferos

C. ducismarci (Traversa, 2010) Reptiles

C. ubiquitum (Fayer et al., 2010) Mamiferos

C. viatorum (Elwin et al., 2012) Mamiferos

C. scrofarum (Kvac et al., 2013) Mamiferos

Numero correlativo de especie: el orden se corresponde con las descripciones originales.
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Morfologia

El género Cryptosporidium comprende organismos que se desarrollan y multiplican en las
células epiteliales de los aparatos digestivo y respiratorio de vertebrados (Fayer & Ungar, 1986).

Cuando el parasito ingresa a la célula recibe el nombre de zoito. Los zoitos son formas intra-
celulares, esféricas de 2 a 2,5 ym de diametro. En la célula que parasitan se encuentran dentro
de una “vacuola parasitéfora”, cuya localizacion es intracelular pero extracitoplasmatica y esta
rodeada de una membrana originada por la célula hospedadora. El meronte o esquizonte es
un estado multinucleado que se origina a partir de la multiplicacion del ndcleo del zoito. Miden
de 4 a 5 ym de diametro. Se reconocen dos tipos de merontes o esquizontes, los de tipo I, con
8 zoitos que como devienen de la merogonia o esquizogonia los denominamos merozoitos o
esquizozoitos y los de tipo I, con 4 merozoitos o esquizozoitos. Los merozoitos o esquizozoitos
tienen forma de medialuna y contienen un nucleo vesicular, reticulo endoplasmatico y numerosos
granulos. Al igual que otros coccidios presentan en el extremo anterior un “complejo apical” for-
mado por conoide, anillo polar, roptrias y micronemas. Este complejo permite la adhesion y pe-
netracion a la célula hospedadora, con la formacion de un ambiente intracelular adecuado para
el desarrollo del parasito. Los merozoitos o esquizozoitos de Cryptosporidium spp. no poseen
mitocondrias ni microporos. Los merozoitos o esquizozoitos pueden evolucionar a micro o ma-
crogamontes. Las microgametas se originan a partir del microgamonte. Miden 0,95 x 0,4 pm,
presentan forma ahusada, con el extremo apical romo, contienen nucleo y mitocondria desarro-
llada. No tienen flagelo como en el caso de otros coccidios. Las macrogametas se caracterizan
por la presencia de dos tipos de granulos, los granulos densos “formadores de pared” en la peri-
feria y los granulos de polisacaridos, en la pared basal. Los elementos de diseminacion y resis-
tencia se denominan ooquistes, de forma esférica a ovoide que miden de 4,5 x5 uma 5,6 x 7,4
pm. Cada ooquiste esporulado (infectante o maduro) contiene 4 esporozoitos libres (sin espo-
rocistos) y un cuerpo residual compuesto por numerosos granulos pequefios. Los ooquistes pue-
den presentar paredes gruesas o delgadas. El ooquiste de pared gruesa se elimina con las he-
ces, mientras que el de pared fina, se rompe facilmente permitiendo la liberacién de los esporo-
zoitos responsables de la autoinfeccion. Los esporozoitos tienen forma de medialuna, con el
extremo anterior ligeramente puntiagudo, en el cual se encuentra el “complejo apical” y el ex-

tremo anterior redondeado. El nucleo se ubica en el tercio posterior de cada esporozoito.

Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. es directo o monoxeno, es decir que todas sus
fases, esquizogonia 0 merogonia, gametogonia y esporogonia, ocurren en el mismo hospedador.

Cuando los ooquistes son ingeridos por un hospedador adecuado se abren a lo largo de una
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linea de sutura preexistente, liberando los cuatro esporozoitos que invaden el borde de las mi-
crovellosidades de las glandulas gastricas de mamiferos y aves (C. muris; Tyzzer, 1907, 1910)
o la segunda mitad del intestino delgado de mamiferos (C. parvum; Tyzzer, 1912). En aves y
mamiferos, C. meleagridis (Slavin, 1955), se encuentra asociado a infecciones intestinales, mien-
tras que una especie mas virulenta, C. baileyi (Current et al., 1986), se ha asociado a infecciones
del tracto respiratorio en aves.

En la fase de desenquistamiento los factores que mas influyen son la temperatura corporal (en

torno a los 37°C), las sales biliares y posiblemente la tripsina. Una vez liberados, los esporozoitos
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Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp.

alcanzan el borde luminal de los enterocitos mediante movimientos de contraccién-extension y
deslizamiento. Alli se invaginan siendo englobados por la membrana de la célula hospedadora
que encapsula al zoito formando una vacuola parasitéfora. Durante la fase de divisién asexual o
“merogonia o esquizogonia” se forman los merozoitos o esquizozoitos. El meronte o esquizonte
detipo |, es el primero en aparecer y origina 8 merozoitos o esquizozoitos, puede generar nuevas
merogonias o esquizogonias de primera generacion o formar merontes o esquizontes tipo Il, en
los cuales se originan 4 merozoitos o esquizozoitos. La mayoria de los merozoitos o esquizo-
zoitos tipo Il que ingresan en la célula hospedadora van a formar macrogamontes mientras que
solo unos pocos forman microgamontes, que contienen 16 microgametos en su interior. A esta
fase se la denomina “gametogonia” o division sexual. Los microgametos carentes de flagelo, se
dirigen hacia los macrogametos siguiendo el flujo intestinal o mediante la contraccion y extension
de los microtubulos intracitoplasmaticos con el fin de realizar la fecundacion, dando como resul-
tado una célula huevo o cigoto, que al rodearse de pared recibe el nombre de ooquiste. La ultima
fase del ciclo, llamada “esporogonia” tiene como consecuencia la formacién de 4 esporozoitos,
con la particularidad de estar libres dentro del ooquiste, el cual pasa a ser un ooquiste esporulado
o maduro. Esta etapa de esporulacién ocurre en el interior de la célula hospedadora. La mayoria
de los ooquistes son eliminados con las heces, presentan una pared gruesa por lo tanto repre-

sentan las formas de resistencia en el ambiente y son los responsables de la transmision entre
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los hospedadores. Una pequena proporcion (el 20% aproximadamente) de los ooquistes se ro-
dean de pared fina y son los responsables de la autoinfeccion (Ortega Mora et al., 1999). La
pared se rompe facilmente tras la liberacién de la célula hospedadora y los esporozoitos penetran
en las células epiteliales adyacentes dando inicio al ciclo endégeno. El periodo de prepatencia,
es decir el tiempo que transcurre desde que el ooquiste es ingerido hasta que nuevos ooquistes
se eliminan con la materia fecal es de 3 a 7 dias aproximadamente. Las etapas del ciclo de vida

estan esquematizadas en la figura 1 (Current & Garcia, 1991).

Patogenicidad y sintomatologia
Importancia en Salud Publica

Durante la década del 80, se incluy6 a la cryptosporidiosis como una enfermedad “marcadora”
de HIV/SIDA debido a las infecciones crénicas con altas tasas de mortalidad identificadas en
pacientes con este sindrome (O’'Donoghue, 1995), sin embargo, la importancia en la salud pu-
blica se hizo evidente cuando Cryptosporidium spp. fue reconocido como una causa comun de
diarrea aguda en individuos inmunocompetentes (Tzipori et al., 1983). Los principales signos en
los seres humanos, son diarrea acuosa que puede ser profusa y prolongada, dolor abdominal y
a veces nauseas y vomitos. Ocasionalmente pueden ocurrir signos inespecificos como mialgia,
debilidad, malestar general, dolor de cabeza y anorexia (Current & Garcia, 1991). La gravedad,
persistencia y el resultado final de la infeccién dependen de una variedad de caracteristicas pro-
pias del parasito y de factores del hospedador, como el estado inmune y la frecuencia de expo-
sicion al parasito (Meinhardt et al., 1996). Una infecciéon con Cryptosporidium spp. puede variar
desde una eliminacion asintomatica de ooquistes hasta una severa enfermedad que puede oca-
sionar la muerte. Los individuos inmunocompetentes pueden presentar una enfermedad autoli-
mitante con una duracidn de hasta 2 o 3 semanas, sin embargo, en pacientes inmunocompro-
metidos, la cryptosporidiosis puede representar una enfermedad critica con sintomas persisten-
tes que conducen a la deshidrataciéon y emaciacion (O’Donoghue, 1995) y se asocia con tasas
significativas de mortalidad (Manabe et al., 1998). En estos pacientes ademas se puede observar
manifestaciones atipicas tales como enfermedad gastrointestinal atipica, enfermedad del tracto

biliar/respiratorio y pancreatitis (Hunter & Nichols, 2002).

Signos clinicos

En muchos mamiferos, aves, reptiles y peces la cryptosporidiosis se presenta como una in-
feccién asintomatica, no obstante, las diferentes manifestaciones clinicas varian segun la espe-

cie del parasito, el tipo, edad y respuesta inmune del hospedador (Xiao et al., 2004) En terneros
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de hasta 1 mes de vida, la infecciéon puede relacionarse con una diarrea debilitante (Bowman,
2011). En lechones, Cryptosporidium spp. se asocia generalmente a Isospora suis causando
cuadros de diarrea pre-destete (Blagburn, et al., 1991). En reptiles, la infeccion por C. serpentis
es frecuentemente crénica y puede llegar a ser letal (Xiao et al., 2004). En gatos inmunocompro-
metidos por el virus de la leucemia felina (ViLef), se ha descripto una cryptosporidiosis grave
(Monticello et al., 1987).

Epidemiologia

La via directa fecal/oral es considerada la forma de transmisién mas comun para Cryptospo-
ridium spp., ya sea por transmision zoonética o directamente entre personas (FAO, 2014). Los
brotes asociados a la transmision por fuentes de agua han sido un problema importante en la
epidemiologia de la cryptosporidiosis en todo el mundo y representan una alta carga financiera
para los servicios publicos de agua en los paises desarrollados. En las ultimas décadas, se in-
formaron a nivel mundial, mas de 45 brotes de cryptosporidiosis asociados al agua (Caccid &
Pozio, 2006). La transmision indirecta, donde la infeccion es el resultado de la vehiculizacion de
ooquistes en forma mecanica por moscas u otros animales como perros o ganado, o por la con-
taminacion de alimentos, plantea una amenaza significativa (Thompson & Smith, 2011). Se con-
sidera que el riesgo de infeccién es mayor en los ambientes rurales que en las areas urbanas,
presumiblemente a causa de un incremento en la oportunidad de transmisién tanto directa como
indirecta, asociado a deficiencias en el saneamiento y a un mayor contacto con animales silves-
tres y domésticos que actian como reservorio de la infeccién. La transmision por alimentos, como
resultado de las practicas agricolas y habitos de higiene deficiente por parte de los manipulado-
res de alimentos o dentro de los hogares, son responsables de un numero significativo de infec-
ciones por Cryptosporidium spp. (Thompson & Smith, 2011; FAO, 2014). En un estudio realizado
en el cinturdn frutihorticola de la ciudad de La Plata se encontrd una prevalencia del 2,6% de
Cryptosporidium spp. en heces humanas (Falcone et al., 2020).

El ooquiste de Cryptosporidium puede permanecer infectante en condiciones frescas y hiume-
das durante muchos meses. Después de muchos afos de investigacion sobre estrategias y dro-
gas para el tratamiento y control de la cryptosporidiosis, no hay productos aprobados que sean
consistentemente efectivos tanto para animales como humanos. Algunos reducen la multiplica-
cion del parasito, otros han mostrado cierta eficacia solo en modelos animales y otros no resul-
taron eficaces. A pesar de conocer la importancia de la inmunidad celular y los intentos para
identificar antigenos que estimulen una respuesta inmune protectora, ninguna inmunoterapia o
vacuna ha sido aprobada para el tratamiento y control de la cryptosporidiosis humana o animal
(Fayer, 2004). Se ha probado la eficacia de muchos desinfectantes quimicos contra los ooquistes
de Cryptosporidium spp. Los mas efectivos y tdxicos han sido los compuestos de bajo peso mo-
lecular que incluyen amoniaco, 6xido de etileno, bromuro de metilo y ozono (Fayer et al., 1997).

El cloro, efectivo contra muchos microorganismos, afecta lentamente a Cryptosporidium spp.,
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incluso a altas concentraciones, en instalaciones y piscinas tienen poco o ningun impacto en la
viabilidad de los ooquistes (Carpenter et al., 1999). Del mismo modo, se descubrié que la flocu-
lacion con alumbre tal como la utiliza la industria del agua, no tiene ningun impacto sobre la
viabilidad de los ooquistes y las altas concentraciones de cal o sulfato férrico reducen significati-
vamente la viabilidad del ooquiste solo a niveles altos de pH durante un tiempo prolongado (Ro-
bertson et al., 1992). Se han realizado muchos estudios sobre estrategias de desinfeccion vy fil-
tracion para el agua potable (Rose et al., 1997). El ozono y la luz ultravioleta han demostrado ser
eficaces en la desinfeccion de ooquistes en instalaciones de tratamiento de agua (Rose et al.,
1997; Clancy et al., 2000; Kanjo et al., 2000). El tratamiento con productos quimicos combinados
como el cloro y la monocloramina o el ozono y la monocloramina ha demostrado una mayor
desinfeccién que la exposicion a un solo producto quimico (Fayer, 2004).

En Argentina, la presencia de la cryptosporidiosis en animales varia de acuerdo a la especie
estudiada. La primera deteccién de este parasito se realizd en un ternero con diarrea neonatal a
partir de un estudio histopatolégico (Odedn & Magnasco, 1983). Posteriormente se observo la
presencia de ooquistes en muestras de materia fecal y se asocio la presencia de Cryptosporidium
spp. con el complejo de diarrea neonatal en terneros (Bellinzoni et al., 1990). En la ciudad de La
Plata y areas rurales de influencia se ha evaluado la presencia de ooquistes de Cryptosporidium
spp. en materia fecal de mamiferos del zool6gico y bovinos rurales, con una prevalencia de
42,5% en terneros (Pezzani et al., 2001). Venturini et al., en 2006, llevaron a cabo un estudio en
animales domeésticos y monos de un zoolégico de la provincia de Buenos Aires, comprobando la
presencia de infecciones por Cryptosporidium spp. en perros, ovinos, equinos, cobayos, gatos,
bovinos, caprinos y en distintas especies de monos. En Magdalena, provincia de Buenos Aires
se reporté una prevalencia en terneros de raza Holando-argentino del 17%, con alta intensidad
de infeccion en los animales de < 7 dias de vida, considerando a este grupo etario como una
importante fuente de infeccion para el ambiente (Del Coco et al., 2008). En un estudio similar en
terneros de tambo en la provincia de Santa Fe, se obtuvo una tasa de infeccion del 19,8% y se
asocio la eliminaciéon de ooquistes con la presencia de diarrea (Aguirre et al., 2014). En el 2015,
se llevé a cabo un estudio en roedores sinantropicos de areas urbanas y periurbanas de la Ciu-
dad de La Plata, detectandose la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en el 25% de
las muestras de materia fecal pertenecientes a Rattus rattus (Unzaga et al., 2015). En lechones
de categorias lactantes y recientemente destetados, de granjas intensivas de las provincias de
Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios, La Pampa y Misiones se ha detectado una preva-
lencia del 9% mediante la técnica de Ziehl-Neelsen modificada (ZNM). (De Felice et al., 2020).
La aplicacion de técnicas de biologia molecular como PCR-RFLP o PCR-secuenciacién han per-
mitido la confirmacién y caracterizacion de distintas especies/genotipos de Cryptosporidium. En
la Ciudad de Buenos Aires y La Plata se realiz6 la caracterizacién molecular de Cryptosporidium
spp- en perros (Unzaga et al., 2011), terneros (De Felice et al., 2012; Tomazic et al., 2013),

geckos leopardo (Dellarupe et al., 2016) y lechones (De Felice et al., 2020).
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Diagnédstico y observacion

En la actualidad, los principales métodos de diagnéstico se basan en la deteccion de estadios
parasitarios, principalmente ooquistes en materia fecal o muestras de tejidos.

En infecciones con bajo nimero de ooquistes o en estudios epidemiolégicos, adquiere mayor
importancia la concentracion de la muestra de materia fecal (Holten-Anderson et al., 1984). Las
técnicas de concentracion para materia fecal incluyen las de flotacién con solucion azucarada de
Sheather, sulfato de zinc al 33% o cloruro de sodio al 36% y las técnicas de sedimentacion como
Ritchie modificado con solucién de formol-sal (Fayer & Ungar, 1986). Las técnicas de tincion mas
usadas son las modificadas acido-resistentes, como la de Ziehl-Neelsen modificada, que dife-
rencian los ooquistes color rojo (Henricksen & Pohlenz, 1981) y las tinciones con dimetil sul-
féxido-carbol fucsina (Bronsdon, 1984). Los ensayos de inmunofluorescencia directa se utilizan
en determinados laboratorios, pero no para el diagnéstico clinico a gran escala (Sterling & Arro-
wood, 1986). Entre las pruebas rapidas, se destaca la inmunocromatografia, para la deteccion
de antigenos fecales a partir de muestras concentradas o no concentradas (Atias, 1998). En
muestras de tejidos, el diagnéstico se realiza mediante cortes histolégicos de la mucosa del in-
testino delgado y ocasionalmente del recto, utilizando la tincién de hematoxilina-eosina. La mi-
croscopia no puede diferenciar los ooquistes de las distintas especies/genotipos de Cryptospori-
dium ya que son morfolégicamente indistinguibles en términos de tamario (Smith et al., 2007).
Por lo tanto, los procedimientos moleculares basados en PCR, han dominado la investigacion
sobre el diagndstico y la deteccion de Cryptosporidium spp. durante los ultimos 25 afios, ya que
proporcionan informacién sobre el genotipo o la especie de Cryptosporidium presente en una
muestra clinica o ambiental (Smith et al., 2006; Thompson & Ash, 2015). El diagnéstico molecular
por técnicas de PCR ha demostrado tener particular importancia en las investigaciones epide-
mioldgicas al proporcionar informacion sobre la fuente de infeccion y el significado para la salud
publica de los aislamientos identificados (Caccio et al., 2005), aumentado la comprension de las
posibles rutas de transmision entre el ambiente y los animales tanto de comparia como el ganado
(Fayer et al., 2000). También ha permitido la identificacién de “nuevos” genotipos y la posterior
descripcion de nuevas especies y sus respectivos hospedadores (Xiao & Fayer, 2008; Slapeta,
2013). Otros genes como el de la proteina del shock térmico de 70 kDA (HSP70) o el de la
proteina de la pared del ooquiste de Cryptosporidium (COWP) son utilizados como genes adicio-
nales para la genotipificacion. La glicoproteina de 60 kDA se utiliza comunmente para obtener
un mayor grado de discriminacion filogenética de especies y genotipos para relacionar con las

posibles rutas de transmision (Lymbery & Thompson, 2011).
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