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RESUMEN:

Antecedentes: La Cyclospora cayetanensis es un parasito emergente, responsable de
brotes epidemiologicos que se presentan con marcada estacionalidad, asociados al
consumo de frambuesas y lechugas en paises desarrollados, donde la diarrea es el sintoma
mayormente referido. El agua, el aire, los alimentos, los suelos, la mala higiene y una
infraestructura sanitaria minima se han asociado a la presencia del parasito en paises en
desarrollo, demostrado por la implementacién de pruebas de Biologia Molecular como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).Objetivo: Describir la frecuencia, distribucion
por parasitosis Unica o mixta, grupos etarios, sexo, estacionalidad y sintomatologia de los
casos de Cyclospora cayetanensis en los nifios que acuden al Hospital Infantil de Morelia,
asi como, analizar las fuentes de abastecimiento de agua y vegetales para la busqueda del
parasito asociando su presencia con los coliformes fecales. Hipétesis: la frecuencia de
Cyclospora cayetanensis diagnosticada en el Hospital infantil de Morelia es similar a la
reportada en la literatura. Material Y Métodos: Este es un estudio de tipo descriptivo,
experimental, prospectivo, realizado en nifilos remitidos del servicio de consulta externa del
Hospital Infantil de Morelia en el periodo comprendido entre Enero y Octubre del 2015, con
sintomas gastrointestinales, a quienes se les realizé coproparasitoscépico (CPS) en serie
de 3, proporcionando a los pacientes las indicaciones para colectar las muestras, las cuales
fueron procesadas por examen directo en fresco, concentracion por sedimentacion y
flotacion, Tincion de Kinyoun y micrometria; aplicando un cuestionario para conocer los
sintomas asociados. Por otra parte, se tomaron 19 muestras de agua y 6 de vegetales de
los municipios de Tarimbaro, Charo y Copandaro de Galeana, las cuales fueron sometidas
a una estimacién de la densidad microbiana de coliformes totales (CT), coliformes fecales
(CF) y Escherichia coli (E.C) por la técnica del nimero mas probable (NMP) y a una PCR
en Tiempo Real (PCR-RT) para demostrar la presencia de C.cayetanensis. Resultados:
Se analizaron muestras de 785 nifios encontrando a C. cayetanensis en 12 (1.5%). El
parasito fue mas frecuente en edad escolar (41.6%) y no hubo diferencia en cuanto al sexo,
la mayoria de los casos se presentaron en el mes de Junio (41.6%) y Julio (33.3%). El
sintoma mayormente referido fue dolor abdominal (41.6%) seguido de distencion abdominal
(36%) y diarrea (18.1%).En Alvaro Obregon se recolectaron 6 muestras de agua (31.5%)
demostrando mas de 8 MNP/100mL de CT, CF, CE y 2 de vegetales (cebolla, chile serrano,
33.3% de los especimenes recolectados) con menos 3 MNP/g o mL de CF, CE. En
Copandaro se analizaron 5 muestras de agua (26.3%), en todas habia mas de 8 MNP/100
mL de CT, CF, CE; mientras que en Tarimbaro se estudiaron 8 muestras de agua (21%)
encontrando méas del 8 MNP/100mL de CT, CF, CE y 4 muestras de vegetales (brocoli,
coliflor, lechuga orejona, lechuga sangria, 66.6% de los especimenes recolectados) con
valores de menos de 3 MNP/g o mL de CF, CE. Sin embargo, a pesar de la presencia de
materia fecal en estas muestras, en ninguna muestra de agua o vegetales se encontré a C.
cayetanensis mediante la prueba de PCR-RT. Conclusiones: En nuestro medio
Cyclospora cayetanensis tiene una frecuencia, distribucion y estacionalidad similar a la
reportada en la literatura, siendo el dolor abdominal el sintoma mayormente referido. Las
fuentes de abastecimiento de agua y vegetales analizadas resultaron negativas para
Cyclospora cayetanensis, a pesar de haber encontrado en las muestras de agua
contaminacion fecal.

Palabras clave: C. cayetanenesis, Cyclosporosis, PCR, estacionalidad, frecuencia.
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Background: Cyclospora cayetanensis is responsible for disease outbreaks that occur with
marked seasonality, emerging parasite associated with the consumption of raspberries and
lettuce in developed countries where diarrhea is a symptom mostly referred. Water, air, food,
soil, poor hygiene and minimal health infrastructure have been associated with the presence
of the parasite in developing countries, as demonstrated by the implementation of molecular
biology tests such as polymerase chain reaction (PCR). Goals: To describe the frequency,
single or mixed racial parasitosis, age groups, sex, seasonality and symptoms of cases of
Cyclospora cayetanensis in children attending the Children's Hospital of Morelia, as well as
analyze the sources of water and vegetables Search for associating the presence of the
parasite in fecal coliform. Hypothesis: The frequency of Cyclospora cayetanensis
diagnosed at Children's Hospital of Morelia is similar to that reported in the literature.
Material and Methods: This is a descriptive study, experimental, prospective, conducted in
children referred from the outpatient services at Children's Hospital of Morelia in the period
between January and October 2015, with gastrointestinal symptoms, who underwent
coproparasitoscopic (CPS) in series 3, providing patients with instructions to collect the
samples, which were processed by fresh direct examination, sedimentation and flotation
concentration, and micrometry Kinyoun stain; applying a questionnaire to determine the
associated symptoms. Moreover, 19 water samples and 6 plants in the municipalities of
Tarimbaro, Charo and Copandaro de Galeana, which underwent an estimate of microbial
density of total coliform (TC), fecal coliforms (FC) were taken and Escherichia coli (EC) by
the technique of most probable number (MPN) and Real-Time PCR to demonstrate the
presence of C.cayetanensis. Results: 785 samples were analyzed children finding
cayetanensis C. in 12 (1.5%). The parasite was more common in school age (41.6%) and
no difference in sex, most cases occurred in the month of June (41.6%) and July (33.3%).
The mostly reported symptom was abdominal pain (41.6%) followed by abdominal
distension (36%) and diarrhea (18.1%). Alvaro Obregon 6 samples of water (31.5%) were
collected over 8 showing MNP / 100 mL of CT, CF, CE and 2 vegetables (onion, serrano
chile, 33.3% of the collected specimens) with MNP least 3/ g or mL CF, CE. In Copandaro
5 samples of water (26.3%), in all there were more than 8 MNP / 100 mL of CT, CF, CE
were analyzed; while Tarimbaro 8 samples of water (21%) were studied finding more than
8 MNP / 100 mL of CT, CF, CE and 4 samples of vegetables (broccoli, cauliflower, romaine
lettuce bleeding, 66.6% of the collected specimens) with values less than 3 NPM / g or mL
of CF, CE. However, despite the presence of fecal matter in these samples, in any sample
of water or vegetable cayetanensis BC was found by RT-PCR test. Conclusions: In our
Cyclospora cayetanensis has a frequency distribution similar to that reported in the literature
seasonality, abdominal pain being the symptom mostly referred. The sources of water and
vegetable analyzed were negative for Cyclospora cayetanensis, despite having found in
water samples fecal contamination.

Keywords: C. cayetanenesis, Cyclosporosis, PCR, seasonality, frequency.
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.  ANTECEDENTES.

La palabra parasito proviene de origen etimoldgico griego para que significa al lado y sito
alimentarse; podemos que se le puede llamar “individuos que se alimentan junto a otros”.
La Real Academia Espafiola la palabra parasito lo define como “un organismo animal o
vegetal: que vive a costa de otro de distinta especie, alimentandose de él y
debilitandolo sin llegar a matarlo” @,

El parasitismo data de millones de afios, se ha notificado la presencia de huevos de
nematodos en las heces fésiles de reptiles procedentes del Mesozoico. Todas las

evidencias hacen suponer que los parasitos fueron, originalmente, organismos de vida libre
).

Las parasitosis intestinales son un problema mundial de Salud Publica que ha causado
enfermedad humana desde tiempos inmemoriales ©.

Si hacemos un recorrido a lo largo de la historia, podremos ver que diversos personajes
célebres sufrieron ataques causados por distintas parasitosis, que en muchas
circunstancias los llevaron a la muerte. Tal es el caso de Wolfgang Amadeus Mozart, quien
segun pruebas presentadas por el Dr. Jan Hirschmann en Seattle (EE.UU.), podria haber
muerto de triquinosis por consumo de carne de cerdo poco cocida infectada con larvas de
Trichinella spp ®

Entre otras parasitosis, la malaria afecté a distintas personalidades de la historia, entre ellas
Cristdbal Colén, Alejandro Magno, Dante Alighieri y Abraham Lincoln. John F. Kennedy se
enfermo de paludismo cuando fue destinado a las islas del Pacifico ®.

Gracias a todos los contextos encontrados en la evolucion de la parasitosis, se dio el interés
de estudiar el area a profundidad buscando solucién a la enfermedad implementado
técnicas de diagndéstico y prevencion, asi como, se ha corregido la educacion sanitaria con
la finalidad de reducir estas enfermedades ¥ ©),

En la actualidad las técnicas de diagndstico que se han implementado son los métodos
filogenéticos sobre las secuencias de genes y espaciadores de ADN, las cuales nos
permiten la obtenciéon de filogenias comparables de parasitos y hospedadores, también nos
ayuda a comprender el comportamiento de los parasitos sobre los hospedadores
(patologia) y las reacciones de estos Ultimos para poder contrarrestar la accion nociva de
los parasitos (respuesta inmune) todo a nivel molecular ©.

II.  INTRODUCCION:

Las infecciones parasitarias estan distribuidas en todo el mundo, afectando a individuos de
todas las edades y sexos, se estima que alrededor de 1500 millones de personas estan
infectadas con parasitos intestinales, siendo un problema de salud publica que afecta sobre
todo a los paises en desarrollo®®. Las parasitosis intestinales causadas tanto por
protozoarios como por helmintos representan un problema de salud publica, especialmente
en paises en vias de desarrollo que mantienen endemias altas debido a que carecen de
servicios de agua potable y desagle, casas con piso de tierra, falta de medidas higiénicas




de control y prevencion adecuadas, tales como jugar con tierra o no lavarse las manos
antes de comer o después de ir al bafo, estos factores constituyen un riesgo que favorecen
la persistencia de las parasitosis intestinales © ),

La escasez de recursos hidricos ha provocado la reutilizacion de aguas residuales de
origen doméstico en todo el mundo y para ello se han creado diversas obras de ingenieria
sanitaria a través de las cuales se aplican diversos grados de tratamiento, cuyos efluentes
se utilizaran posteriormente con diferentes fines®®),

Es importante destacar la importancia que tiene de la vigilancia sanitaria de los parasitos
en la calidad del agua y alimentos de consumo humano, con la finalidad de reducir el indice

de parasitosis, ya que este es uno de los principales factores de la diseminacién parasitaria
O]

De las personas afectadas por estas infecciones 498 millones manifiestan enfermedad.
Aungue estan presentes en todos los grupos etarios, principalmente la poblacién infantil en
edad escolar son los que presentan mayor infeccion, perjudicada debido a su inmadurez
inmunoldgica, la mal nutricion y al poco desarrollo de habitos higiénicos, en especial en
paises con menor desarrollo o con altos indices de ruralidad de la poblacion ® ©),

En el curso de los dltimos afos, las parasitosis han cambiado su curso clasico con el
mejoramiento de las medidas sanitarias: los parasitos macroscopicos se han ido
erradicando como causa de enfermedad intestinal y los protozoos han ido aumentando en
namero. Ademas, han aparecido otros elementos parasitarios denominados parasitos
emergentes los que han producido un cambio conceptual de aplicacion practica en la
epidemiologia, patogenia y tratamiento de las enfermedades ¥ ®),

Estas infecciones son generalmente subestimadas por ser asintomaticas, pero representan
un factor de morbilidad importante cuando se asocian a la desnutricion donde los principales
mecanismos en la transmisién son la ingesta de agua contaminada, el contacto y la
recontaminacion del agua por una mala higiene doméstica ‘9. Las comunidades indigenas
gue viven en un estado de pobreza extrema y desnutricién, tienen poco acceso a la
educacion y no cuentan con una infraestructura sanitaria minima, caracteristicas que los
convierten en lugares apropiados para el parasitismo intestinal ©.

La diarrea (sobre todo la persistente) es uno de los principales sintomas ocasionados por
parasitos, afectando mayormente a viajeros internacionales que visitan areas tropicales y
subtropicales®, entre los diferentes agentes causantes destacan bacterias, como
Escherichia coli, Campylobacter spp, Shigella spp, Salmonella spp y ciertos virus entéricos
(norovirus y rotavirus); Protozoos como Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cyclospora
cayetanensis, Cryptosporidium spp e Cystoisospora spp, los cuales no suponen una causa
muy frecuente (5—-10%), sin embargo su implicacién es importante, porque algunos de ellos
son causantes de cuadros diarreicos prolongados y crénicos .

La literatura describe que Cryptosporidium spp, Cystoisospora belli y Cyclospora
cayetanensis son los parasitos mas frecuentemente asociados con diarrea persistente y
con pérdida de peso, en casos avanzados de pacientes con VIH/SIDA @9,




La mortalidad por infecciones parasitarias es relativamente baja, las complicaciones son
comunes, siendo responsables de, al menos, el 10% de las diarreas y en muchos casos
llevan a la necesidad de cuidados hospitalarios 2.

A) Cyclospora cayetanensis:

Es un paréasito patégeno emergente, perteneciente al subfilo Apicomplexa, esta incluido
entre las coccidias intestinales. En el afio de 1990 en Papua Nueva Guinea fue descrito por
primera vez esta especie por el parasitdlogo ingles Ashford, él analiz6 una muestra diarreica
humana, encontrando este microorganismo al cual llamé “Cyanobacterium like body” que
se puede abreviar con letras mayuUsculas (CLB) (@3 Fue hasta el afio de 1993 cuando se
clasifico como una coccidia del género Cyclospora ("), esta clasificacion fue realizada por la
Doctora Ortega y sus colaboradores 4,

A partir de ese momento se empezaron a describir casos de ciclosporosis en diversas
partes del mundo, principalmente en pacientes originarios o con antecedentes de haber
viajado a paises en vias de desarrollo como México, Pert, Camboya, Pakistan, Marruecos,
India, Guatemala, Nueva Guinea, Nepal, Haiti, Indonesia e inclusive en paises
desarrollados como Estados Unidos de Norteamérica, Australia e Inglaterra ®®.

De las 17 especies incluidas en este género, Unicamente Cyclospora cayetanensis provoca
infeccion en humanos y no se encuentra en otros huéspedes (V. Aunque otras especies de
Cyclospora han sido encontradas en monos, roedores, reptiles e insectos, los ooquistes de
estas especies son ovoides, de mayor tamafio que las identificadas en humanos y no se ha
podido demostrar el potencial zoonético de estos parasitos 6. La infeccién por Cyclospora
cayetanensis se ha descrito en todo el mundo, pero predomina en las zonas tropicales y
subtropicales, y en las zonas urbanas y rurales. Sin embargo, las tasas de prevalencia de
Cyclospora son a menudo subestimados debido a la baja sensibilidad de los métodos de
deteccién y la naturaleza intermitente de excrecion de ooquistes *7,

La presencia de Cyclospora cayetanensis en diferentes areas endémicas estan asociadas
a factores de riesgo donde estan implicados los seres humanos, por ejemplo en Guatemala,
Nepal y México donde el principal factor de riesgo es el consumo de agua no tratada; en el
caso de Venezuela es la defecacion en suelos debido a que los habitantes tienen que
enfrentarse a la extrema pobreza en ciertas areas de este pais (9.

En los paises desarrollados, la enfermedad es conocida como diarrea del viajero, ya que el
parasito es comunmente aislado en las personas que visitan América Latina, siendo esta
una de las causas mas comunes de problemas de salud 99,

MORFOLOGIA

Es un organismo cuyos ooquistes esporulados son esféricos y pequefios, con un diametro
de 7.7 2 9.9 um @9

Tanto en los ooquistes inmaduros, no esporulados como en los ooquistes maduros,
esporulados, podemos encontrar que ambas formas presentan una envoltura fibrilar de 63
nm de espesor aproximadamente, por debajo de esta envoltura se localiza una pared de 50
nm de espesor. En el interior de la forma inmadura, se podran observar unos granulos,
mientras que la forma madura encontraremos que contiene dos esporoquistes de 3.3 a 4.4




pum x 5,5-7,1 um con dos esporozoitos que miden aproximadamente 1.06 a 1.34um x 8 a
10um ambas formas contienen una area apical estructuralmente compleja, similar al
conoide de los coccidios @Y, (Figura 1).

Fig.1 Ooquistes de Cyclospora cayetanensis

A) Ooquiste con sus dos esporoquistes
B) Ooquiste lanzando uno de sus esporoquistes
C) Esporoquistes liberando sus dos esporozoitos

Tomado de: http://www.cdc.gov/parasites/cyclosporiasis

Con la tincién de &cido-alcohol resistencia, los ooquistes se tifien en una forma variada.
Algunos se pueden tefiir de un color rojo intenso y tienen un nimero variable de cuerpos
de inclusién oscuros, mientras que otros no se tifien y aparecen como esferas
transparentes.

En el microscopio de fluorescencia, presentan autofluorescencia azul o verde bajo un disco
dicromatico de 365 nm o 450-490 nm.

Al microscopio electronico, el ooquiste esporulado posee una doble pared con 63nm y 50
nm de grosor rodeando dos esporoquistes 9,

Gracias a los estudios moleculares podemos sugerir dos grupos de Cyclospora:

1. Las especies que infectan insectivoros y roedores, estas producen ooquistes
grandes y subesféricos.

2. Las especies que infectan a los primates, incluyendo los humanos, que producen
ooquistes pequefios y esféricos, estas especies se describen como: Cyclospora
cercopitheci, Cyclospora colobi y Cyclospora papionis @9,

CICLO DE VIDA

Actualmente no se tiene bien caracterizado el ciclo de vida de Cyclospora cayetanensis,
pero se tiene referencia de que no hay transmision inmediata de persona a persona, esto
es debido a que el ooquiste expulsado mediante las heces fecales de los seres humanos
requiere una maduracion en el medio ambiente. Igual que las otras coccidias Cyclospora
cayetanensis, tiene un ciclo de reproduccion asexual en el mismo huésped y una
reproduccion sexual fuera de él 29,




El ciclo de reproduccién asexual se inicia tras la ingestion de los ooquistes maduros, de
forma fecal- oral donde surgen eventos como:

1. La exquistacion de los ooquistes en el duodeno y dando lugar a la liberacion de
cuatro esporozoitos por ooquiste.

2. Hay fijacion de los esporozoitos en la membrana de los enterocitos del intestino
delgado.

3. Ocurre la division esquizogédnica de los esporozoitos en el interior de las vacuolas

parasitéforas localizadas en el polo luminal también ocurre la formacion de
merontes de tipo | que contienen de 8 a 12 merozoitos.
4, A continuacién la liberacion de los merozoitos, y asi causar infecciébn de nuevos
liif enterocitos e inicio de nuevos ciclos
esquizogonicos.
5.En  un momento determinado, la
esquizogonia genera merontes tipo Il, los
cuales contienen 4 merozoitos gamontes.
El ciclo de reproduccién sexual se iniciara
con la liberacibn de los merozoitos
gamontes, y se caracteriza por:
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macro Yy microgametocitos, para su
posterior fecundacion.

3. A continuacion ocurre la transformacion
de los macrogametocitos fecundados en
ooquistes y se lleva a cabo su liberacion a
la luz intestinal.
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la esporulacion o maduracion se realiza en
el exterior del tubo digestivo @Y, se
produce después de dias o semanas a
temperaturas entre 22 ° C a 32 ° C, lo que
resulta en la division del esperonte en dos
esporoquistes, cada uno con dos
esporozoitos alargados 2.

Fig.2 Ciclo de Cyclospora cayetanensis
Los productos frescos y el agua pueden

Tomado de: servir como vehiculos para la transmision
e (22
http://www.cdc.gov/parasites/cyclosporiasis/biology.html de Cyclospora cayetanen3|s( )-

Unspnruiaied Seaual Asenal
e ®@
\_/ @ @ @ ﬁnﬂ @ Excystation
(6]

@a@o- @

guna Marcat Murnnl
] 1



http://www.cdc.gov/parasites/cyclosporiasis/biology.html

PATOGENIA

Después de la exquistacion del ooquiste de Cyclospora cayetanensis, l0s esporozoitos
invaden los enterocitos del intestino delgado (porcion distal del duodeno y el yeyuno), dentro
de los cuales se reproducen sexual y asexualmente. La presencia de diferentes estadios
del parasito dentro del enterocito producird anomalias histolégicas 2.

Gracias al estudio histopatologico de biopsias de intestino delgado procedentes de
pacientes que han sufrido una ciclosporosis ha permitido la observacion de alteraciones de
una gravedad variable como:

1. La presencia de una reaccion inflamatoria difusa y cronica, acompafiada de un
infiltrado de polimorfonucleares (leucocitos neutrdéfilos, linfocitos y células
plasmaticas).

2. Asicomo el aplastamiento, atrofia parcial o pérdida de las vellosidades, e hiperplasia
de las criptas @Y, adquiriendo estas una forma columnar o cuboide . De forma que
la relacion del numero de vellosidades por cripta oscila entre 0.6 a 1.5 frente a la
parasitacion, siendo de 3 a 4 en condiciones normales.

El conjunto de estas evidencias, unidas a la ausencia de la invasion tisular, han sugerido
que hay la posibilidad de que este proceso se vea mediado por una enterotoxina @9,

La virulencia de este agente infeccioso también dependera de la sensibilidad del huésped
y los factores de riesgo 9.

MODO DE TRASMISION

Se tiene muy poca informacion recaudada sobre la distribucion de Cyclospora cayetanensis
20 Pero la creciente globalizacion en el comercio de alimentos frescos y los viajes
internacionales, y la tendencia moderna a consumir comida rapida fuera del hogar, ha
contribuido a la diseminacién de Cyclospora cayetanensis de las areas endémicas a las no
endémicas (9.

La transmisién ambiental, es un parametro de transmision altamente efectivo para la
diseminacion de este parasito a una gran proporcién de la poblacion @4,

El agua, el aire, los alimentos y los suelos pueden actuar como vehiculos de transporte de
este parasito y favorecer su modo de transmision. Cyclospora cayetanensis se ha
encontrado en frutas y alimentos frescos. El contacto con la tierra ha sido una importante
fuente de infeccion por el hacinamiento, falta de saneamiento ambiental, disposicion
inadecuada de basuras y poca educacion sanitaria de las poblaciones. Es muy importante
mencionar otro factor que contribuye a la transmision de Cyclospora cayetanensis donde
es la distribucion estacional en la mayoria de las naciones, la prevalencia de la infeccién se
incrementa durante la estacion lluviosa y caliente @,

Por otra parte, la acentuada presencia del parésito en las areas endémicas, sugiere que los
ooquistes pueden sobrevivir en el ambiente por largos periodos de tiempo pero no se
conoce cémo sobrevive a dichas condiciones (9.

Se tiene descrito que los ooquistes son muy sensibles a la desecacion, asi que sus paredes
se rompen a partir de los 15 minutos con exposicion al medio ambiente pero a su vez son
muy resistentes a los desinfectantes, incluyendo el cloro a las concentraciones usadas para




el tratamiento del agua y uso doméstico. Pueden llegar a sobrevivir en el agua a una
temperatura de 4 °C por dos meses y a una temperatura de 37 °C por 7 dias @9,

La dosis infecciosa de ooquistes de C. cayetanensis no se conoce, sin embargo, con base
en los datos obtenidos de estudios de epidemias de la infeccion y a extrapolaciones a otros
coccidios, se cree que es relativamente baja, que puede probablemente oscilar entre 10 y
100 ooquistes necesarios para causar la infeccion. El conocimiento que se tiene sobre la
capacidad infecciosa ha sido limitado por el hecho de que el parasito no ha podido ser
cultivado in-vitro ni se ha podido establecer en animales modelo o en humanos 29,

El papel que los animales puedan desempefiar como reservorios naturales del parasito
permanece sin determinar 9 25,

Otro de los factores que determina una mayor prevalencia de parasitosis intestinales es el
incremento de la densidad poblacional en zonas rurales %%

CUADRO CLINICO

El cuadro clinico varia desde la infeccién asintoméatica (portadores sanos, frecuentemente
en la poblacion de zonas endémicas), a infeccion sintomatica en sujetos
inmunocompetentes. En éstos, el periodo de incubacion es de 1 a 7 dias, y causa un cuadro
de diarrea, generalmente autolimitado con dolor abdominal, nauseas, voémitos vy
ocasionalmente puede presentarse la fiebre, anorexia y fatiga, ademas, estos sintomas, en
conjunto con la infeccidén se autolimitan después de aproximadamente 50 dias a pacientes
inmunocompetentes observando recaidas en algunos de ellos (7 ®9; sin embargo se puede
destacar que la diarrea es el sintoma mas frecuente teniendo un porcentaje de un 45.8%,
seguido de dolor abdominal con 39.6% vy finalmente vomitos en 18.8% de los pacientes
que han sufrido ciclosporosis 19,

En cuanto a la caracterizacion de la diarrea, podemos definir qué encontramos la diarrea
inicial la cual consta de 1 hasta 5 deposiciones y esta dura de tres a cuatro dias
aproximadamente, pero a los pocos dias, y durante varias semanas, pueden aparecen
episodios diarreicos intermitentes, de intensidad variable, que pueden determinar una
pérdida de masa corporal del 5 al 10%. En cuanto a los periodos no diarreicos se mantienen
la astenia y la anorexia. La duracion de la diarrea es muy variable, oscilando entre 4 y 107
dias, con una media de cuatro a nueve semanas 7.

La resolucion de los sintomas se produce de forma abrupta y se asocia con la desaparicion
de los ooquistes fecales 9.

En pacientes inmunocomprometidos, la sintomatologia puede ser mas prolongada y severa
produciéndose mala absorcion y una significativa pérdida ponderal. Los cuadros diarreicos
pueden extenderse por mas de 4 meses 3.

Aunque Cyclospora cayetanensis es un patdgeno intestinal primario, también ha sido
relacionado con la produccion de colecistitis alitiasica en pacientes infectados por el virus
de la inmunodeficiencia humana, y con los sindromes de Reiter y de Guillain-Barré.
También se ha descrito una infeccién broncopulmonar en un paciente excretor fecal de
ooquistes @Y,




DIAGNOSTICO

El estadio diagndstico es el ooquiste inmaduro, no esporulado que es eliminado con las
heces. Se presenta como esferas con pequefios globulos refringentes en su interior.

Este debe ser diferenciado de los ooquistes de otros coccidios por ejemplo Cryptosporidium
spp y Cystoisospora belli que fundamentalmente por su forma y tamafio, ya que comparten
tonalidades semejantes siendo todos acido-alcohol-resistentes.

Se pueden buscar los ooquistes, previo enriquecimiento, especialmente por flotacién por el
método de Sheather con solucion saturada de sacarosa, donde se puede observar la pared
gruesa (Fig.3).
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Fig.3. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis en fresco Fig.4. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis en fresco
Tomado de:
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=53525433012 Foto cortesia de Andres Martinez. Hospital de la Luz

Fig.5. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis

Foto cortesia de Miki Takayama

Son impermeables al Lugol, pero pueden efectuarse tinciones como la de Ziehl-Neelsen,
Kinyoun u otras técnicas de fundamento similar donde en este caso aparecen como esferas
acido alcohol resistentes variables coloreadas desde rojo intenso a pélido e incluso sin
colorear, con un aspecto “vidriado” (Fig.6).




Fig.6. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis tefiido con Kinyoun

Foto cortesia de Andrés Martinez. Hospital de la Luz

Asi mismo, puede emplearse safranina en caliente, lo que produce una coloracion mas
intensa y uniforme de los ooquistes @9,

Otras coloraciones que pueden ser empleadas habitualmente para la tincién de protozoos
como Giemsa, tricrémica, Gram cromotropo, no tifien a los ooquistes de Cyclospora
Cayetanensis 19,

La falta de capacidad tintorial de los ooquistes se ha observado principalmente en pacientes
inmunocomprometidos con enfermedades como leucemias y SIDA; asi mismo, disminuye
durante el tratamiento de esta parasitosis (trimetroprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina), a
partir de las 24 horas se presentan cambios morfolégicos en la estructura externa del
ooquiste con presencia de adelgazamiento, distorsién de la pared externa y vacuolizacion
de su contenido 9.

También se puede efectuar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para Cyclospora
cayetanensis, la cual ayudar a dilucidar la taxonomia de la especie de Cyclospora asociada
a los humanos ya que en la actualidad, no se sabe si todos los aislamientos de Cyclospora
de humanos pertenecen a la misma especie y si las especies descritas en primates
inferiores infectan a los humanos ©?%. Este método puede aplicarse tanto a muestras de
materia fecal, como de aguas y alimentos contaminados con el parasito con una
sensibilidad del orden de 100 ooquistes por cada 25 g de alimento 2.

La técnica de PCR es una técnica para la sintesis "in vitro" de secuencias especificas de
ADN. Es una forma simple y muy rapida de multiplicar el ADN presente en diferentes
muestras biologicas, obteniendo millones de copias de una determinada secuencia de ADN.
Esta técnica fue desarrollada por Kary Mullis, la cual es muy funcional para los campos que
estudian y manipula los acidos nucleicos; Mullis se basé en la replicacién del ADN en los
organismos eucariotas realizada por la ADN polimerasa.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticion de un ciclo conformado
de 30 a 40 ciclos que incluyen tres etapas principales:

1° Activacion inicial del ADN doble cadena.

2° Amplificacién o Hibridacion de los cebadores a la zona 3"especifica de cada una de
las hebras.




3° Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa.

Desglosando cada una de las etapas mencionadas anteriormente, comenzaremos a definir
la primera la cual es conocida como activacion inicial, esta etapa se caracteriza por la
incubacion y preparaciéon de la muestra, es decir, es un pequefio y Unico ciclo de 15 minutos
a una temperatura de 95°C en donde se activan todos los componentes de la mezcla
(compuesta por la muestra y la mezcla de oligonucledétidos), al término de esta etapa el
proceso pasa a la segunda etapa llamada amplificacién, la cual estd conformada por tres
ciclos denominados:

1. Desnaturalizacion: este ciclo dura un tiempo de 15 minutos a una temperatura de
95°C.

2. Renaturalizacion: este ciclo dura un tiempo de 30 segundos a una temperatura de
53°C.

3. Extension: este ciclo dura un tiempo de 90 segundos a una temperatura de 72°C.

El conjunto de estos ciclos, se repetirdn consecutivamente hasta completar la cantidad de
35 ciclos, produciendo que la doble hélice del ADN se separa en dos hebras, proceso
denominado desnaturalizacién. Posteriormente surge la renaturalizacién, la cual es
producida cuando la temperatura de incubacién disminuye. La extensién es cuando los
cebadores se unen a las zonas 3° complementarias que flanquean el fragmento que

queremos amplificar.

En la tercera etapa conocida como extensidn, se producira la sintesis de una cadena
sencilla (produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5">3" mediante la enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los desoxinucledétidos
fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde y finalmente poder obtener
nuestra amplificacion genética ?? ?®_ (Fig.7)
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Fig.7. Pasos Basicos de la PCR
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En la Florida, se demostrd la necesidad de entrenamientos para hacer el diagnéstico de
Cyclospora cayetanensis asi como para coccidias y microorganismos emergentes en las
redes de laboratorios %




En México, en la mayoria de los laboratorios dedicados al diagnéstico parasitoscopico, no
se realiza la busqueda intencionada de C. cayetanensis ni de otros parasitos emergentes
tal como Cryptosporidium parvum de manera rutinaria, debido a la falta de preparacion del
personal de laboratorio para realizar el diagnéstico y al desconocimiento del médico de
estos protozoos como causantes de diarrea ).

TRATAMIENTO

El tratamiento de eleccion para Cyclospora cayetanensis es el Trimetroprim (160 mg) y
sulfametoxazol (800 mg) (TMP-SMX), 2 veces al dia por 7 a 10 dias, donde se han logrado
resultados efectivos en la mayoria de los casos para resolver la diarrea y lograr la
erradicacion de ooquistes los cuales disminuyen entre los 2 y 6 dias de tratamiento,
consiguiendo asi la negativizacion de las muestras de heces. Ademas deben
implementarse, en caso necesario, medidas de soporte para mantener el equilibrio
hidroelectrolitico y reposo @ (3,

La ciprofloxacina es el tratamiento de segunda eleccién aunque es menos efectiva, resulta
uatil para aquellos pacientes que no toleran el TMP-SMX. Su administracién consiste en
dosis de 500 mg 2 veces al dia durante 7 dias como terapia y 3 veces a la semana por 10
semanas como profilaxis secundaria. Otros autores han propuesto el uso de la nitazoxanida
como tratamiento de segunda eleccion @3,

Para  pacientes inmunodeprimidos podremos utlizar de igual ~manera
Trimetroprim/Sulfametoxazol (160/800mg) 4 veces al dia durante 10 dias obteniendo
resultados efectivos, seguido de la profilaxis secundaria con este medicamento 3 veces a
la semana esto para prevenir las recurrencias 3,

PROFILAXIS

Las medidas de prevencién son muy similares a las aplicadas para otros parasitos
intestinales y estan enfocadas a las principales fuentes de infeccién: agua, alimentos y
suelo contaminados ®®. En casos de brotes epidémicos es recomendable hervir el agua de
consumo esto con la finalidad de permitir la eliminacion de los ooquistes del agua, en
cambio se sabe que este microorganismo es resistente a la cloracion. Se tiene reporte de
los alimentos que se consumen crudos, por ejemplo frutas y verduras, en donde no es
posible la eliminacién completa de los ooquistes con el simple lavado @3,

Los programas de educacion y saneamiento ambiental en conjunto con la eliminacién
adecuada de excretas humanas, tratamiento de residuos cloacales y control de aguas de
riego, bebidas y de lavado de hortalizas y frutas de consumo crudo, son de suma
importancia para la prevenir infecciones asociadas con este parasito; cabe sefialar que en
individuos inmunocomprometidos, la prevencion debe ser muy cuidadosa por la
persistencia y severidad de los cuadros diarreicos que a su vez contribuyen a magnificar la
diseminacion parasitaria 4%,

La deteccion y control de portadores es importante para ésta y para otras parasitosis de
similar epidemiologia 3.




Se recomienda a personas que viajan a paises donde esta coccidia ha sido reportada que
se tomen estos aspectos en consideracion, especialmente a finales de la primavera e inicios
del verano @3,

B) Brotes asociados a Cyclospora cayetanensis en el mundo:

Entre 1996 y 1998 se presentd una serie de epidemias de diarrea causadas por Cyclospora
cayetanensis en los Estados Unidos y Canada. En ambos paises se atribuyé como causa
el consumo de frambuesas originarias de Guatemala %

En 1986 se describi6é el caso de cuatro viajeros que regresaban de México y Haiti con
cuadros diarreicos V; mientras que para la década de los 90's la infeccién por Cyclospora
cayetanensis tuvo un auge significativo *®, el mas notable fue un brote de transmision
hidrica en Milwaukee (Wisconsin) en 1993, en donde se vieron afectados mas de 400.000
personas 9,

Se han descrito casos en Europa con antecedentes de viajes a México, donde los turistas
llegan a contraer la parasitosis G

En Medellin Colombia en el afio del 2002 se presenté un numero incierto de casos de
diarrea, en su mayoria empleados de la Universidad de Antioquia. Se evaluaron a 56
pacientes, donde el 73.2% eran mujeres, 26.8% hombres que oscilaban entre las edades
de 25 a 75 afios, sin embargo, el mayor nimero de pacientes estuvo en el rango de edad
entre 31 y 45 afios. Del total de pacientes evaluados el 55,4% fueron positivos para
Cyclospora cayetanensis, mientras que en el 44,6% no se observo este parasito, de las
muestras positivas para Cyclospora cayetanensis el 77,4% pertenecian al sexo femenino
con el 22,6% y el restante fue para los hombres 6@,

Se report6 en Mayo del afio del 2006 un grupo de siete personas viajaron a Varadero, Cuba
por cuestiones laborales, los sintomas que desarrollaron los pacientes fueron diarrea,
pérdida de peso, anorexia y nauseas y en un paciente se presento fiebre. Se demostro la
presencia de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en todos los pacientes 4,

Los resultados de las investigaciones indican que hubo mas de un brote de ciclosporosis
durante Junio y Agosto de 2013 en los Estados Unidos, en restaurantes de una cadena en
lowa y Nebraska y estaban vinculados a la mezcla de ensalada procedente de Guanajuato,
México 2,

En el mismo afio, se reportaron brotes del parasito asociado al consumo de cilantro
procedente de México, siendo el estado de Texas el mas afectado ?233),

ll.  JUSTIFICACION

Varios estudios de frecuencia de Cyclospora cayetanensis en diarreas del viajero se han
realizado en diferentes paises, reportando cifras de 1.1% en turistas alemanes a 4% en
holandeses que regresaron del tropico %, mientras que en Java, Indonesia se analizaron a
558 extranjeros a los cuales se les dio seguimiento por tres afios, y se observo que el 11,8%
de las diarreas fueron causadas por Cyclospora cayetanensis G,




En Perq, se ha reportado que la prevalencia en nifios ha alcanzado entre el 6 y 18% de
Cyclospora cayetanensis, mientras que en los nifios venezolanos de una zona rural se
report6 que fue del 5.3%, en Cuba se aproximoé a un valor del 4.4%, en Nepal se reporta el
4.8% y el 2.5% en Tanzania; en Sao Paulo, Brasil se han registrado resultados entre 0.3%
y 0.7% de prevalencia, mientras que en Massachusetts (EE.UU.) se reporta el 0.28% y
finalmente en Ontario, Canadéa la prevalencia en nifios obtiene un porcentaje menor,
oscilando en un 0.05%, mientras que las prevalencias en pacientes con infeccion por VIH/
SIDA y diarrea cronica, varian de 1.1% a 22% *3,

De Agosto de 2007 a Enero de 2008 en México se realizé un estudio donde se evaluaron a
30 pacientes con diagnostico de SIDA, el promedio de edad fue de 40 afios. Los principales
parésitos coccidios identificados correspondieron a Cryptosporidium spp (43.3%), y
Cyclospora cayetanensis (56.7%) ¢4,

Otro estudio realizado en Cuba en donde se examinaron a pacientes inmunodeprimidos por
SIDA, arroj6 que el 3% de los pacientes analizados estaban infectados por Cyclospora
cayetanensis @,

También en Cuba, en el Hospital Pediatrico Universitario “William Soler” se analizaron 7956
muestras, donde se encontré que 20 muestras eran positivas a Cyclospora cayetanensis
(0.2%). Con respecto a la distribucién segun la edad, se observaron 7 muestras positivas
en los nifios de 0 a 2 afios (35 %), 45 % en los nifios de 2 a 7 afos, y finalmente 20% en el
grupo de 8 a 15 afios ¢,

Se estudid, el genoma de C. cayetanensis, concluyendo que los genomas mitocondriales
C. cayetanensis son muy similares a los de Eimeria spp. En tamafio del genoma y el
contenido de genes, con una sintonia completa en la organizacién del genoma 9. Un
estudio ha dado a conocer que el genoma mitocondrial completo de Cyclospora
cayetanensis es 6184 pb de longitud con tres genes codificadores de proteinas (Cox1, cox3,
CytB) y numerosos fragmentos IsSrTDNA y ssrDNA @7,

Se ha probado y validado un nuevo disefio de la amplificacién por PCR seguida de
secuenciacion de nucle6tidos de los fragmentos amplificados por PCR HSP70
pertenecientes a C. cayetanensis aislados de 3 regiones endémicas diferentes que
incluyen Nepal, México y Peru. El polimorfismo genético se observo entre las regiones
caracterizadas del locus HSP70. Este estudio proporciona otro marcador genético Util para
la deteccion rapida de C. cayetanensis en el futuro ©®).

Se realizaron muestreos de agua obtenida del grifo de los bafios de un tren ferroviario
nacional italiano, para comprobar la presencia de Cyclospora cayetanensis usando la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) junto con alta
resolucion de fusion (GRH) el andlisis para la deteccién y cuantificacién de ooquistes de
protozoos. El estudio dio como resultado pruebas positivas a C. cayetanensis, con el
nimero de ooquistes de 4, 5, y 11 por litro, respectivamente ©

En México, en el estado de Veracruz, Méndez y colaboradores analizaron estadisticamente
casos diarreicos presentados en el periodo del 2000-2003, encontrandose que la
variabilidad de las frecuencias de la diarreas pueden ser asociadas con un 40% por la
temperatura, deduciendo que en al inicio del verano (Mayo a Agosto) las diarreas se
presentan con una alta incidencia G9,




Por otra parte, en el caso de Honduras, Guatemala, Nepal e Indonesia se ha reportado que
la prevalencia de la infeccién con Cyclospora cayetanensis se ve incrementada durante la
temporada de lluvias y cuando la temperatura aumenta; de igual forma en Venezuela en el
estado Falcon, se observo que hubo una mayor frecuencia de la infeccion durante la época
de lluvias @9,

En un estudio realizado en Brasil se demostré que en el 0.7% de los casos de diarrea se
encuentra presente Cyclospora cayetanensis “%. Es de importancia mencionar que en este
mismo pais, se identifico el parasito en dos perros, pero no se identificé en 140 perros de
la misma regién, se desconoce el significado de la presencia de este parasito en estos
animales, si son diseminadores o verdaderos huéspedes naturales del coccidio @9,

La creciente globalizacion de los productos alimenticios frescos y de los viajes
internacionales, asi como la tendencia a comer fuera del hogar, son factores que han
contribuido a la diseminacion del parasito de regiones endémicas a las no endémicas 9,

En Egipto Cyclospora cayetanensis se logro aislar de lechugas y bivalvos obtenidos de
mercados de Alejandria, asi mismo, en Canada y en los Estados Unidos, esta reportado
que casi todas las epidemias son causadas por consumo de alimentos, relacionados
principalmente con frambuesas guatemaltecas y éstas han ocurrido durante las estaciones
de primavera y los comienzos del verano, que es una temporada lluviosa y caliente 9.

En los Estados Unidos, el 90 % de los casos de ciclosporosis se han asociado con el
consumo de alimentos como @9, frambuesas frescas y congeladas a -3.3°C que son
importadas de Guatemala “9,

En el mundo industrializado, se han reportado epidemias infecciosas causadas por
Cyclospora cayetanensis presente en el agua, teniendo como dato que el 1.8% es positivo
para este coccidio, que es equivalente a aproximadamente 6 casos de los 325 que fueron
estudiados 9.

Se investigé la presencia Cyclospora cayetanensis en areas rurales de Guatemala,
analizando varias fuentes de agua usadas para el consumo publico, demostrando que tres
de cinco muestras contenian al parasito, confirmando mediante PCR @®; asi mismo, en
Vietnam, se encontré Cyclospora cayetanensis en el 63.6% de muestras de agua de
consumo publico provenientes de rios y lagos 9.

Los brotes reportados en la actualidad sobre la transmision de esta coccidia por alimentos
resaltan la necesidad de fortalecer y verificar correctamente las medidas de control y de
prevencion para asegurar que los productos alimentarios que se consumen crudos por el
ser humano estén libres de Cyclospora cayetanensis, ademas como la necesidad de
continuar investigando sobre la biologia y la epidemiologia de esta coccidia #v:

Se pretende aportar datos que ayuden a comprender el mecanismo de transmisién y
supervivencia del protozoario en el medio ambiente al correlacionar los casos humanos de
Ciclosporosis con los aislamientos ambientales provenientes de fuentes de agua.

Con los resultados obtenidos en este proyecto se pretende aportar conocimientos sobre la
distribucion del parasito en humanos, en el agua y en los vegetales en nuestro medio, y asi
poder prevenir la diseminacion del mismo, sensibilizando al personal del area de la salud y
a la poblacion en general acerca de las medidas higiénicas preventivas para evitar la




infeccidn con el parasito incluyendo la propuesta de la utilizacion de filtros en el sistema de
agua potable. Esta investigacion resulta factible ya que los recursos necesarios para su
realizacion estan gestionados en su totalidad.

IV. HIPOTESIS

La frecuencia de Cyclospora cayetanensis diagnosticada en el Hospital infantil de Morelia
es similar a la reportada en la literatura.

V. OBJETIVOS.

VI. OBJETIVO GENERAL.

Describir la frecuencia, distribucién por parasitosis Unica o mixta, grupos etarios, sexo,
estacionalidad y sintomatologia de los casos de Cyclospora cayetanensis en los nifios que
acuden al Hospital Infantil de Morelia, asi como, analizar las fuentes de abastecimiento de
agua y vegetales para la blusqueda del parasito asociando su presencia con los coliformes
fecales.

VIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Estimar la frecuencia y distribucién por parasitosis Unica o mixta, grupos etarios,

sexo de casos de Cyclospora cayetanensis en los nifios que acuden al Hospital

Infantil de Morelia.

Enlistar los sintomas asociados a la parasitosis.

Correlacionar la presencia de este parasito con la precipitaciéon pluvial y la

temperatura.

4. Analizar las fuentes de abastecimiento de agua y vegetales para la busqueda del
parasito asociando su presencia con los coliformes fecales.

wnN

VIll.  MATERIAL Y METODOS.

VIII.1. UNIVERSO DE ESTUDIO Y MUESTRA.

Este es un estudio de tipo descriptivo, experimental, prospectivo, abierto, realizado en nifios
de 1 a 15 afos que acudieron al Hospital Infantil de Morelia con sintomas gastrointestinales,
entre Enero y Octubre de 2015, remitidos del servicio de consulta externa, a quienes se les
realiz6 un examen coproparasitoscopico (CPS) en serie de 3.

Para una adecuada recoleccion de muestras, a los pacientes se les proporciond por escrito
las indicaciones necesarias (Anexo 1). Las muestras fueron procesadas por las técnicas de
examen directo en fresco, de concentracién por sedimentacion (Formol-Eter) y por flotacion
(Sacarosa), Tincion de Kinyoun y micrometria (Anexo 2).

Se tomaron 19 muestras de agua y 10 de vegetales de los municipios de Tarimbaro (8
muestras de agua y 4 muestras de vegetales: brdcoli, coliflor, lechuga sangria, lechuga
orejona), Alvaro Obregdn (6 muestras de agua y 2 muestras de vegetales: cebolla y chile
serrano) y Copandaro de Galeana (5 muestras de agua), las cuales fueron sometidas a una




estimacion de la densidad microbiana de coliformes totales, coliformes fecales y
Escherichia coli por la técnica del nimero mas probable (NMP) presentes en muestras de
alimentos y agua de acuerdo a la CCAYAC - M - 004 / 11 (Anexo 3). De igual forma las
muestras fueron sometidas a la extraccion de ADN por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT) (Anexo 4).

En el presente proyecto nos enfrentamos con una limitante, ya que nuestra intencion era
analizar también las muestras de agua de las colonias de donde provenian los casos de
Cyclospora cayetanensis, sin embargo éstas no fueron recolectadas debido al plan de
muestreo realizado por el area responsable.

VII1.2. CRITERIOS DE INCLUSION.
e Niflos de 1 a 15 afios de ambos sexos.

¢ Remitidos del servicio de consulta externa con sintomas gastrointestinales.
¢ Niflos con la presencia del parasito del periodo entre Enero y Octubre.

VIII.3. CRITERIOS DE EXCLUSION.
Nifios con muestras incompletas o que hayan recibido un antiparasitario dos semanas antes
del analisis de las mismas.

VIII.4. CRITERIOS DE ELIMINACION.

Nifios con datos incompletos y aquellos que se negaron a participar de manera verbal.

VIII1.3. TECNICAS DE ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiz6 un formato de Excel para determinar las variables de estudio y poder establecer
la frecuencia y distribucion (Anexo 5).

VIIl.4. RECURSOS HUMANOS.

El Personal del Hospital Infantil tuvo a su cargo el registro del protocolo de investigacion
en el hospital para ser considerado por la Comisiébn de Investigacion, la colecta y
procesamiento de muestras humanas de Cyclospora cayetanensis; sensibilizacién a los
pacientes y la coordinacién con el Laboratorio Estatal de Salud Publica, la Jurisdiccion
Sanitaria y Merieux NutriSciences.

e Quimico Farmacobiblogo adscrito al Hospital: colecta y apoyo en el procesamiento
de muestras, lectura e interpretacion de resultados. Coordinacion con las demas
instituciones.

+ Tesista: Registro del protocolo de investigacion, colecta y apoyo en el
procesamiento de muestras de materia fecal, de agua y vegetales, lectura e
interpretacion de resultados y recoleccion de datos.

+ Pasantes de Servicio Social: Apoyo en el procesamiento de muestras.




Personal del Laboratorio Estatal de Salud Publica:

* Procesamiento de muestras de agua y vegetales para busqueda de coliformes
fecales.

» Contacto con Jurisdiccién Sanitaria.

» Colaboracion en la redaccion del protocolo final.

Personal de la Jurisdiccién Sanitaria:

* Toma de muestras de agua Yy vegetales de los municipios de Tarimbaro, Charo y
Copandaro.

* Sensibilizacion a la poblacion.

+ Tramites requeridos para el caso.

Personal de Merieux NutriSciences México:

* Procesamiento de muestras de agua y vegetales para busqueda de Cyclospora
cayetanensis por PCR-RT.

» Colaboracion en la redaccién del protocolo final.

VIII.5. PRESUPUESTO.

La empresa de Merieux NutriSciences México corrié con los gastos de las pruebas de PCR,
mientras que el procesamiento de muestras de heces, aguas y vegetales son parte de la
rutina de trabajo en el Hospital Infantil de Morelia, en el Laboratorio Estatal de Salud Publica
de Michoacan y la Jurisdiccién Sanitaria No. 1.




IX. RESULTADOS.

En nuestro estudio se analizaron muestras de 785 nifios encontrando a C. cayetanensis en
12 de ellos, lo cual corresponde al 1.5% (Fig.8).

Total: 785 1.50%

98.50%

B Con Cyclospora cayetanensis

Sin Cyclospora cayetanensis

Fig.8. Frecuencia de Cyclospora cayetanensis

El microorganismo se encontré6 asociado con pardsitos comensales en 8.3%, con
patégenos en un 25% y en el 66.7% lo encontramos como una parasitosis Unica (Fig.9).

25%

8.30%

M Parasitosis unica Asociado a comensales Asociado a patogenos

Fig.9. Asociacién de Cyclospora cayetanensis con otros parasitos




El parasito mayormente asociado con Cyclospora cayetanensis fue Blastocystis sp en un
75% seguido de Entamoeba hartmanni con un 25% (Fig.10).

Total: 12

25.0%

75.0%

Blastocystis sp. Entomoeba harmanni

Fig.10. Asociacion de Cyclospora cayetanensis con otros parasitos

Con respecto a la distribucién por grupos etarios, el mayormente afectado fue el de los
escolares (41.6%) seguido de los preescolares (33.3%) y los lactantes (25%) (Fig.11).

Total: 12

® Lactantes (0-2aiios)

Preescolar (3-5 aiios)

m Escolar (6-11 aiios)

Fig.11. Frecuencia de Cyclospora cayetanensis por grupos etarios




En cuanto a la distribucidén por sexo, ho hubo diferencia presentandose de igual manera en

B Masculino ® Femenino

el sexo femenino y masculino (Fig.12).

Total: 12

Fig.12. Frecuencia de Cyclospora cayetanensis por sexo

Aunque encontramos casos del protozoario en varios meses del afio, la mayoria se
presentaron en los meses de Junio (41.6%) y Julio (33.3%) (Fig.13).
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Fig.13. Estacionalidad de Cyclospora cayetanensis




El sintoma mayormente referido por los pacientes fue dolor abdominal (41.6%) seguido de
distencion abdominal (36%) y diarrea (18.1%) (Fig.14).
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Fig.13. Sintomatologia en pacientes con Ciclosporosis

En el presente estudio se encontré una asociacién de la presencia del parasito con el
aumento de la temperatura y precipitacion, como lo refiere la literatura (Fig.15).
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Fig.15. Relacién de Cyclospora cayetanensis con Temperatura y Precipitacion.




En Alvaro Obregén se recolectaron 6 muestras de agua (31.5%) demostrando mas de 8
MNP/100mL de CT, CF, CE y 2 de vegetales (cebolla, chile serrano, 33.3% de los

especimenes recolectados) con menos 3 MNP/g o mL de CF, CE (Tabla.l).

Muestras

Agua de canal
(#1)
Agua de canal
(#2)
Agua de canal
(#3))
Agua de canal
(#4)
Agua de canal
de riego
(#1)

Coliformes
Fecales

=8 MNP/g o mL
=8 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL

=8 MNP/g o mL

Alvaro Obregén

Coliformes
Totales

28 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

Escherichia coli
28 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL
=8 MNP/g o mL
28 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

Tabla.1. Muestras de Alvaro Obregén

Cyclospora
Cayetanensis
(PCR)
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

En Copandaro se analizaron 5 muestras de agua (26.3%), en todas habia mas de 8

MNP/100 mL de CT, CF, CE (Tabla.2).

Muestras

Aguade
arroyo
(#1)
Agua de
arroyo
(#2)
Agua de
estanque
(#1)
Agua de pozo
(#1)
Agua de pozo
(#2)

Copandaro de Galeana

Coliformes
Fecales

=8 MNP/g o mL

=28 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

=8 MNP/g o mL

=8 MNP/g o mL

Coliformes
Totales

=8 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

=8 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

4.6 MNP/g o
mL

Escherichia coli

=8 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

=8 MNP/g o mL

28 MNP/g o mL

4.6 MNP/g o
mL

Tabla.2 . Muestras de Copandaro de Galeana

Cyclospora
Cayetanensis
(PCR)
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo




Mientras que en Tarimbaro se estudiaron 8 muestras de agua (21%) encontrando mas del
8 MNP/100mL de CT, CF, CE y 4 muestras de vegetales (brocaoli, coliflor, lechuga orejona,
lechuga sangria, 66.6% de los especimenes recolectados) con valores de menos de 3
MNP/g o mL de CF, CE (Tabla.3).

Tarimbaro
Coliformes Coliformes Cyclospora
Muestras Fecales Totales Escherichia coli Cayetanensis
(PCR)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =28 MNP/gomL =28 MNP/go mL Negativo
(#1)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/g o mL Negativo
(#2)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/go mL Negativo
(#3)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/g o mL Negativo
(#4)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/go mL Negativo
(#5)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/g o mL Negativo
(#6)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/go mL Negativo
(#8)
Aguaresidual =8 MNP/gomL =8 MNP/gomL =8 MNP/go mL Negativo
(#9)
Brécoli <3 MNP/g o X <3 MNP/g o Negativo
mL mL
Coliflor <3 MNP/g o X <3 MNP/g o Negativo
mL mL
Lechuga <3 MNP/g o X <3 MNP/g o Negativo
orejona mL mL
Lechuga <3 MNP/g o X <3 MNP/g o Negativo
sangria mL mL

Tabla.3. Muestras de Tarimbaro

Sin embargo, a pesar de la presencia de materia fecal en estas muestras, en ninguna
muestra de agua o vegetales se encontré a C. cayetanensis mediante la prueba de PCR-

RT.




X. DISCUSION.

Este estudio identifico a Cyclospora cayetanensis en 1.5% de los 785 nifios que buscaron
asistencia médica en el Hospital Infantil de Morelia debido a sintomas gastrointestinales, en
un estudio publicado el afio pasado de pacientes provenientes de este mismo hospital, que
incluy6 10 afios se encontré un 0.67% de frecuencia, por lo que demostramos un aumento
de la misma.

En Peru, reportaron menos del 1% de frecuencia del parasito en 381 muestras de pacientes
pediatricos que presentaron sintomas como diarrea moderada y deshidratacion severa 9,
En Cuba Cifras superiores se encontraron entre nifios ingresados en un hospital pediatrico,
donde el 3,7% de los ingresados en los servicios de atencién a pacientes con diarrea
estaban infectados por este protozoo “Y.Mientras que en nifios venezolanos de zonas
rurales corresponde al 5.3%, en Nepal 4.8% y de 2.5% en Tanzania ®¥, teniendo en cuenta
que estas cifras son signigficativas en pacientes pediatricos. Estudios realizados en
pacientes con sintomas gastrointestinales presentaron una frecuencia de C. cayetanensis
de 0,3 a 0,7% en Sao Paulo, Brasil . En Cuba se encontr6 en un estudio en
inmunodeprimidos por SIDA que el 3% estaba infectado con este agente etioldgico .

En los casos de Cyclospora cayetanensis identificados, el 8.3% se asoci6 a parasitos
comensales, el 25% a patdgenos y el 66.7% corresponde a una parasitosis Unica.

En Caracas-Venezuela se analizaron 1 831 pacientes, utilizando la prueba de Ziehl-Neelsen
modificada demostrando 12 casos positivos que corresponde al 8 %, en el 0.66% se asocio
a Cyclospora cayetanensis, la cual estaba coinfectado con Blastocystis hominis en un solo
caso @,

Blastocystis sp fue el parasito mayormente asociado a Cyclospora (25%), en el estudio
realizado anteriormente en este mismo hospital se encontr6 a este microorganismo
asociado con Blastocystis sp en un 73.3 %, seguido con un 40% por Entamoeba coli y
Endolimax nana con un 26.7 %. En cuanto a los helmintos se encontré a Hymenolepis nana
en un 13.3 % siendo este el mas frecuente. Otro estudio realizado en una comunidad
indigena en Venezuela, se demostré que la asociacién entre Cyclospora cayetanensis y
Entamoeba histolytica eran las mas comunes, pero a la par se observaron coinfecciones
con Blastocystis sp en el 10,5 % (9,

En el presente estudio, la edad mas afectada fue en los nifios de edad escolar (6-11 afios)
con un 41.6% de los casos; en Guatemala la infeccién tuvo mayor frecuencia entre de nifios
de 1.5-9 aflos y en Nepal son los nifios de 4-15 afios ®9.En Perd, las infeccion por
Cyclospora cayetanensis fue mas comun entre los nifios de 1-9 afios de edad “2

En el presente trabajo no encontramos una diferencia en cuanto a la distribucion por sexo,
similar a lo reportado en Guatemala y Pert donde la tasa global de infeccion en los nifios
no fue significativamente diferente segun el sexo 9. En Texas, de 270 casos se report6 un
58% del sexo femenino y 42% correspondian al sexo masculino. Sin embargo, estos
pacientes se asociaron con un brote de ciclosporosis causado por cilantro procedente de
Puebla y presumiblemente todos eran adultos @2,

En nuestro estudio, se registraron 41.6% de los casos en el mes de Junio y el 33.3% en el
mes de Julio, lo cual coincide con la temporada de lluvias en Morelia, similar a los reportes
en otros paises, donde se asocia la presencia del parasito con la temperatura y la
precipitacion pluvial. En Turquia, fue mas frecuente en el verano y otofio “Y. En paises en
vias de desarrollo se ha registrado la estacionalidad de Cyclospora cayetanensis,
especialmente en periodos lluviosos y calidos ®®. En Guatemala, la infeccién se observa




con mayor frecuencia durante la temporada de lluvias tempranas, mientras que en Peru se
produce durante el verano. En Haiti, la prevalencia es mas alta entre enero y abril, que son
los mas frios y mas secos meses del afio. En Katmandu, Nepal, la temporada alta de la
infeccién ocurre durante el verano y el comienzo de la temporada de lluvias durante los
meses de junio y julio 9,

El sintoma que se encontré mayormente referido fue dolor abdominal en un 41.6% seguido
de distencion abdominal con 36% y diarrea con 18.1%.

En Cuba los sintomas asociados a esta parasitosis son la diarrea, pérdida de peso, anorexia
y nauseas 1%, La manifestacion clinica mas frecuente asociada a ciclosporosis referida en
otros paises incluye diarrea, pérdida de peso, distensién abdominal, nduseas, vémitos,
dolor abdominal, flatulencias y fiebre 10-20% V. Como podemos apreciar los sintomas son
menos frecuentes que en otros paises, lo que indica el caracter endémico de la parasitosis
en nuestro medio.

Nuestras fuentes de abastecimiento de agua y vegetales (cebollas, chiles, brécoli, lechuga,
coliflor) analizadas resultaron negativas para la presencia de Cyclospora cayetanensis por
medio de una PCR, a pesar de haber encontrado en las muestras de agua contaminacion
fecal. En los Estados Unidos de América y Canada los brotes se ven asociados a tres tipos
de productos frescos: frambuesas frescas, lechuga y albahaca. Las frambuesas frescas
importadas de Guatemala se han asociado con brotes, asi como las congeladas a -3,3°C
@) En paises en vias de desarrollo, los brotes estdn mayoritariamente vinculados a la
transmision hidrica y alimentaria %,

Existen pruebas moleculares como la PCR anidada que puede ayudar a mejorar el control
de calidad de los alimentos de consumo humano mediante el aumento de la sensibilidad y
especificidad para la deteccion de Cyclospora cayetanensis 9, en paises en vias de
desarrollo, como en Nepal, la infeccion ha sido asociada con el consumo de vegetales 9.

Xl.  CONCLUSION.

En nuestro medio Cyclospora cayetanensis tiene una frecuencia, distribucién y
estacionalidad similar a la reportada en la literatura, siendo el dolor abdominal el sintoma
mayormente referido.

Las fuentes de abastecimiento de agua y vegetales analizadas resultaron negativas para
Cyclospora cayetanensis, a pesar de haber encontrado en las muestras de agua
contaminacion fecal

Xll.  RECOMENDACIONES.

1.- Realizar una nueva investigacion en donde puedan analizarse las fuentes de agua y
alimentos de los pacientes con ciclosporosis en nuestro medio.

2.- Debido a que cada vez son mayores los reportes de infecciones por este
microorganismo, es importante implementar la basqueda intencionada de esta coccidia en
el diagnadstico de laboratorio, esto con la finalidad de dar un tratamiento adecuado.

3.- Los brotes de transmision por alimentos resaltan la necesidad de fortalecer las medidas
de control y de prevencién para asegurar que los productos alimentarios que se comen




crudos estén libres de Cyclospora cayetanensis por medio de la utilizaciébn de técnicas
moleculares.

4.- Continuar investigando sobre la biologia y la epidemiologia de esta coccidia.
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XIV. ANEXOS.

XIV.1. ANEXO 1.

INDICACIONES PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS
A) PACIENTES FORANEOS

Se requiere una muestra fresca y dos muestras con conservador (formol).

Muestra fresca:
1. Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en un frasco limpio con
tapadera.
2. La muestra no debe extraerse de la taza del bafio.
3. Remitir al laboratorio antes de 24 horas de haber sido colectada. La muestra puede
ser obtenida a cualquier hora del dia. No es necesario el ayuno.

Muestra con conservador (formol):
1. Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en un frasco con
Formol al 10%.
2. Homogenizar perfectamente con ayuda del abatelenguas hasta dejar una
consistencia de un atole espeso.
3. Repetir el procedimiento hasta completar las 2 muestras (de dias diferentes).

B) PACIENTES LOCALES.

4. Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en un frasco limpio con
tapadera.

La muestra no debe extraerse de la taza del bafio.

Remitir al laboratorio antes de 24 horas de hacer sido colectada. La muestra puede
ser obtenida a cualquier hora del dia. No es necesario el ayuno.

Repetir el procedimiento hasta completar 3 muestras (de tres dias diferentes) “3,

5.
6.

XIV.2. ANEXO 2.
TECNICAS COPROPARASITOSCOPICAS.

A) EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO EN FRESCO.

Esta técnica es sencilla y simple para el analisis de las muestras fecales y particularmente
cuando son diarreicas. Esta técnica nos ayuda a detectar la presencia y movilidad de
trofozoitos de protozoarios, asi como, quistes y ooquistes de los mismos, formas de
Blastocystis sp, asi como huevos y larvas de nematodos.

En esta técnica los reactivos mas utilizados son:

1. Solucion salina isoténica (ssi).
2. Yodo-lugol.
3. Azul de metileno amortiguado (AMA).

La observacion en fresco con Solucién Salina Isoténica se usa para el examen inicial
microscopico de las heces y se emplea para para conservar condiciones semejantes a las




del cuerpo humano y de esta manera observar los huevos y larvas de los gusanos,
trofozoitos y quistes de protozoarios (44).

El examen en fresco con Yodo - lugol se utiliza para tefiir el glucdégeno y el nicleo de los
quistes, por lo que si éstos estan presentes pueden identificarse especificamente con
este método.

El examen directo en fresco con Azul de metileno amortiguado, debe ser efectuado cada
vez que se observen trofozoitos de amiba en la preparacién en fresco con Solucion salina
isoténica o cuando se sospeche la presencia de éstos. El Azul de metileno amortiguado va
a tefiir trofozoitos de amibas pero no a quistes, ni trofozoitos o quistes de flagelados. El
Azul de metileno amortiguado es apropiado exclusivamente solo para muestras que estén
frescas y no debe usarse en muestras preservadas en donde los organismos han muerto.

Material:

e Aplicadores de madera.

e Hisopos.

e Portaobjetos de 26X76mm.
o Cubreobjetos de 22X22.

Reactivos:

e Solucion salina isotonica.

e Solucion Yodo — Lugol.

e Solucion de azul de metileno amortiguado (AMA)
e Solucion 1:1 de parafina y vaselina.

Equipo:
e Microscopio.

Procedimiento:

Colocar 1 gota de solucidn salina isotonica en el centro del portaobjetos.
Con el aplicador, tomar la muestra, calculando més o menos de 1.5 a 2 mg. de heces
y hacer una suspensién uniforme con la gota de solucién salina isoténica.

Cubrir la preparacion con el cubreobjetos.

Con un hisopo limpiar las orillas del cubreobjetos para quitar el exceso de muestra.
Sellar la preparacion con parafina.

Repetir el procedimiento en otros 2 portaobjetos adicionando a la suspension hecha
con solucion salina isotonica, yodo-lugol y azul de metileno amortiguado
respectivamente.

7. Finalmente observar al microscopio con objetivos 10X y 40X “3),
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B) METODO DE RITCHIE

El fundamento de esta técnica se basa en lavados sucesivos de una muestra de terminada
de materia fecal, con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de restos vegetales asi como
también grasas presentes en dicha muestra, ya que pueden obstaculizar la observacion
microscépica “%.




Es una técnica de concentracién que demuestra la presencia de huevos, quistes, ooquistes
y larvas, no importa la densidad que estos tengan. El éter se emplea, para la eliminacion
de muchos detritus organicos y el formol, tiene una funcién como fijador, y poder asi
mantener la integridad de las formas parasitarias “.

Material:

Tubos conicos para centrifuga, de 15ml.
Vaso de plastico de 100 mL.

Gasa cortada en cuadros de 16x16 cm
Abatelenguas de madera.

Pipetas Pasteur

Bulbos de goma.

Porta objetos de 38 X 76 mm.

Cubre objetos 22 X 22 mm.

Tapones de hule

Pizeta con agua

Embudos de plastico de 5 cm de didmetro
Hisopos

Gradilla

Parafina-vaselina 1:1

Reactivos:

Solucién de yodo-lugol.
Solucién de formol al 10%.
Eter.
e Cloro como desinfectante al 10%.
Equipo:

Microscopio compuesto.
Parrilla.

Centrifuga.

Vortex.

Procedimiento:

1. Con ayuda de un aplicador, tomar una muestra de heces de aproximadamente 1 6 2
gramos y hacer una suspension 3:1 en un vaso de plastico.
2. Filtrar a través de gasa humeda a un tubo conico de 15 ml utilizando un embudo de
plastico.
Centrifugar el tubo a 2,500 rpm durante un minuto.
Descartar el sobrenadante.
Afadir 10 ml de formol al sedimento y con ayuda de un aplicar agitar perfectamente la
uestra y dejar reposar por 5 minutos.
Agregar 1 ml. de éter.
Tapar el tubo con tapén de hule y agitar vigorosamente en el Vortex durante 15
segundos.
Retirar cuidadosamente el tapon del tubo conico, teniendo cuidado de realizar este
proceso lejos de la cara
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9. Volver a centrifugar a 2,500 rpm por 1 minuto.
10. Alfinalizar el proceso de centrifugacién se obtienen 4 capas:
1) Sedimento.

2) Formol.

3) Detritus.

4) Eter.
Con apoyo de un aplicador desprender el tapon de detritus de todo alrededor, para
posteriormente decantar los sobrenadantes de un solo movimiento de tal manera que solo
quede el sedimento.

11. Con un hisopo limpiar las paredes del tubo conico.

12. Mezclar perfectamente el sedimento con formol y con ayuda de una pipeta pasteur
transferir el sedimento a un portaobjetos (una gota) y agregar una gota de lugol, mezclar
perfectamente y colocar un cubreobjetos.

13. Con un hisopo limpiar el exceso de muestra alrededor del cubreobjetos.

14. Sellar la preparacion con parafina.

15. Finalmente observar al microscopio primero utilizando el objeto de 10x vy
posteriormente con el objetivo de mediana resolucion para confirmar las estructuras de
los quistes “3),
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Fig.6. Tubo cénico y las capas de sedimentacion por el método de Ritchie

SEDIMENTO

Tomado de:

http://www.higiene.edu.uy/parasito/trabajos/Cp.pdf
C) TECNICA DE SHEATHER.

Esta técnica nos ayuda a Identificar las formas parasitarias de tamafio pequefio (ooquistes
de Cryptosporidium y Cyclospora). Se utiliza una solucién concentrada de sacarosa la cual
posee una densidad de 1.200, lo que permite la flotacién de parasitos menos densos “.

Las estructuras parasitarias son recuperadas de la capa superficial y los residuos se
mantienen en el fondo del tubo. Con esta técnica los preparados suelen ser mas limpios
que los que se obtienen por sedimentacién. Sin embargo, algunos huevos (los infértiles




de Ascaris lumbricoides) no se concentran bien en las flotaciones; para estos casos se
recomienda el uso de técnicas de sedimentacion. Es de relevancia mencionar que este
método no es muy efectivo en materias fecales ricas en grasas “9.

Material:

Agua destilada 320 ml.

Tubos de ensaye 13X100.

Portaobjetos desengrasados de 26X76 mm.
Cubreobjetos de 22X22 mm.

Varilla de vidrio.

Pizeta con agua.

Vaso de plastico de 100 ml.

Embudos de plastico de 5 cm de didmetro.
Gasa en cuadros de 16X16 cm.
Abatelenguas de madera.

Aplicadores de madera.

Hisopos.

Asa bacterioldgica con aro de 5mm de diametro doblada con un angulo de 90°.
Gradilla.

Parafina-vaselina 1:1.

Solucién parafina-vaselina 1:1.

Reactivos:

e Solucion de Sheather densidad 1.180-1.200.
e Solucion de yodo-lugol.
o Cloro al 10% para descartar el material.

Equipo:
e Microscopio compuesto
e Parrilla eléctrica
e Centrifuga
e Densimetro

Procedimiento:

1. Filtrar de 1 a 2 ml de heces con gasa en un tubo de centrifuga.

2. Lavar con agua de la canilla o agua destilada por centrifugacion hasta sobrenadante
limpio.

Agregar al sedimento la soluciéon de Sheather hasta el borde del tubo.

4. Mezclar suavemente con varilla de vidrio.

5. Dejar reposar 3 minutos o centrifugar 1 minuto a 1500rpm.

6. Retirar 1 0 2 gotas de la pelicula superficial con asa de alambre.

7. Enun porta objetos colocar una gota de yodo-lugol, y homogeneizar con el cubreobjetos.
8
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. Con un hisopo limpiar el exceso de muestra alrededor del cubreobjetos.

. Sellar la preparacién con parafina.

0. Observar al microscopio, primeramente utilizando el objeto de 10x y posteriormente
con el objetivo de mediana resolucion para confirmar las estructuras de los quistes 3,




D) TINCION DE KINYOUN.

Se basa en el comportamiento &cido-resistente de la cubierta de estos parasitos, los cuales
se tiflen de rojo y destacan sobre un fondo verde o azul, dependiendo del colorante de
contraste usado 7,

Material:

¢ Portaobjetos 7.5 x2.5 cm.

e Aplicadores de madera.

e Pipetas Pasteur con bulbo de goma.
Reactivos:

e Carbol-Fucsina.
e Acido al 10%.
e Verde brillante al 1%.

Equipo:

e Microscopio compuesto

Procedimiento:

1. Elaborar un frotis de materia fecal con solucion salina isoténica, dejar secar.

2. Fijar con metanol y al calor.

3. Cubrir la preparaciéon con fucsina basica por 3 minutos. Evitando que la preparacion se
seque.

Enjuagar suavemente con agua la llave.

Decolorar con alcohol acido al 10% por 5 segundos.

Colocar verde brillante al 1% por 30 segundos.

Lavar con agua y dejar secar, colocando el portaobjetos en posicion vertical.

Observar a inmersién “9,
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E) MEDICION MICROSCOPICA DE PARASITOS Y SUS PRODUCTOS.

La medicion de los parasitos y sus productos es un parametro muy valioso ya que este nos
ayuda a precisar el tamafio de los huevos y asi como de los parasitos en sus estadios de
su evolucién, también permite una mejor diferenciacion de ellos y un adecuado diagnoéstico.

Se puede realizar con un micrometro ocular u ocular micrométrico y el micrémetro objetivo
(43)

Principio: Los micrometros oculares estan grabados con una escala fija que consiste en
50 lineas paralelas. Cada division del micrometro ocular representa diferentes medidas
segun el poder de resolucion del juego de objetivos utilizados en un microscopio
compuesto, por lo tanto para cada juego de oculares y objetivos utilizados, la escala ocular
se debe comparar con una escala calibrada conocida. Es importante recordar que una vez
efectuada la calibracién con un determinado juego de oculares y objetivos, éstos no pueden
ser intercambiables con los componentes correspondientes de otro microscopio “2).




Coeficiente micrométrico: se refiere a una cifra que expresa la equivalencia en um de una
division de la escala del micrometro ocular al emplear cada objetivo del microscopio. Suele
llamarse como “factor” y la operacién para obtenerlo se le denomina “calibracion del
microscopio”. El coeficiente micrométrico es inversamente proporcional al poder de
amplificacion de los objetivos utilizados. Habitualmente se obtienen tres coeficientes
micrométricos para cada microscopio usando un solo ocular micrométrico y los objetivo 10X
y 45x (seco débil y seco fuerte) y de 90x 6 100x (de inmersién), pero puede hacerse
cualquier combinacién de ocular y objetivo. Para obtener el coeficiente micrométrico hay
gue seguir la siguiente técnica “3,

Equipo:

e Micrémetro ocular de escala fija:

Es un pequefio disco de vidrio de 12 mm de diametro, en el cual puede verse grabada una
escala de 5 mm, dividida en 50 partes y generalmente numerada de 10 en 10. Este disco
se coloca sobre el diafragma de cualquier ocular, transformandolo asi en ocular
micrométrico. Cada division de esta escala mide 100 pm “3,

e Ocular micrométrico de platina con divisiones de 0.1 y 0.01lmm:

Es esencialmente similar al micrometro ocular, pero la lente va montada sobre un corto
tubo que puede acortarse o alargarse a voluntad por deslizamiento en el tubo externo,
permitiendo asi enfocar con toda precision la escala micrométrica intercalada entre é1*3.

e Micrémetro obijetivo:

Es un portaobjetos en cuyo centro se halla grabada una escala de 1 6 2 mm, dividida en
100 6 200 partes; cada division mide 10 pm @3,

e Microscopio compuesto estandar “3.

Procedimiento:

1. Retirar el ocular del microscopio. Si se utiliza un microscopio binocular, se
acostumbra a retirar el ocular X10 derecho.

2. Desenroscar la lente superior del ocular e insertar la oblea del micrémetro de modo
gue se apoye en el anillo del diafragma dentro del ocular. Colocar el micrometro con
el lado grabado hacia abajo. EI micrémetro se manipula con pafio para lentes y se
debe evitar por todos los medios que algun hilo quede adherido a la superficie.

3. Reinsertar el ocular. Al observar a través del ocular, la escala del micrémetro
aparece como una serie de divisiones alineadas.

4. Colocar el micrometro de platina bajo el objetivo del microscopio que se ha de
calibrar. Enfocar la escala del micrometro de platina que se ve como una serie de
divisiones de 0.1y 0.01 mm.

5. Ajustar el micrometro de platina de modo que la linea “0” de la escala del micrometro
ocular se superponga exactamente con la linea “0” de la escala del micrometro de
platina.




6. Sin efectuar ninguna otra manipulacion, observar ambas escalas y hallar el proximo
par de lineas que coincidan exactamente. Con un aumento de 450 X, las lineas
coincidentes son la marca 40 de la escala ocular y la marca de 0.09 mm de la escala
del micrémetro de la platina “3.

Calculos:

El objetivo de la calibracion es determinar cuanto mide en um cada division de la escala
ocular cuando se calibra contra la escala del micrémetro objetivo. Por lo tanto, 40 unidades
de la escala del ocular equivaldran a 0.09 mm de la escala del micrometro de platina y cada
division del ocular es igual a 0.09 mm/40, o sea 0.00225 mm. Dado que hay 1000 um en
cada milimetro, cada divisién del micrémetro es igual a 0.00225 X 1000, o sea 2.25 um “3,

XIV.3. ANEXO 3.

METODO DE PRUEBA PARA LA ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR
LA TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE ( NMP ), DETERMINACION DE
COLIFORMES TOTALES, COLIFORMES FECALES Y Escherichia coli Y LA NORMA
“CCAYAC - M -004/11”

El campo de aplicacion de este método es para la deteccion de Coliformes Totales,
Coliformes fecales y Escherichia coli especialmente en productos que se encuentran en
bajas concentraciones de microorganismos menor a 10 UFC / g/ mL. Por ejemplo: leche,
agua y para aquellos alimentos cuyas caracteristicas particulares puedan inferir en la
exactitud de la cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Actualmente se utilizan tres grupos de indicadores microbianos con diferentes aplicaciones.
La deteccion de bacterias coliformes se usa como indicador de la calidad sanitaria de agua
0 como indicador de condiciones sanitarias en | procesamiento de alimentos. Los coliformes
fecales contindan siendo el indicador de eleccion para moluscos bivaldos y sus aguas de
cultivo y Escherichia coli como indicador de contaminacién fecal reciente o condiciones
higiénicas inadecuadas. Casi todos los métodos utilizados para la deteccién de estos
indicadores; son métodos de enumeracion basados en la fermentacion de la lactosa.

El método del nUmero mas probable consiste de una prueba presuntiva y confirmativa. La
serie de tres tubos generalmente se utiliza para la mayoria e los alimentos, la serie de cinco
tubos dependiendo la contaminacién esperada y del grado de exactitud deseado.

Se basa en la dilucién de la muestra en tubos mdltiples, de tal forma que todos los tubos de
la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucion mayor sean negativos. El
resultado positivo se demuestra por la presencia de gas y/o crecimiento microbiano
propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de la fermentacion
de lactosa dentro de las 48 horas de incubacion a 35 + 0.5( coliformes) y a 45.5 + 0.2 (
Coliformes fecales y E.coli).

Para obtener el nUmero mas probable (NMP) en los resultados que se aplica en la teoria
de la probabilidad, lo cual tiene como condicion lo siguiente:

e Una distribucion aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.
e Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.




e Los microorganismos presentes en la muestra deben crecer en el medio son
incubados y se mantengan en las condiciones adecuadas para su desatrrollo.

Consideraciones:

Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra debe diluirse para dar cumplimiento a
las condiciones. La forma mas comun de realizar esta prueba es mediante diluciones
decimales y usando un indculo en series de 3,5 0 10 tubos en serie. A medida que el nUmero
de tubos inoculados para cada diluciéon aumenta, se reducen limites de confianza “9,

XIV.4. ANEXO 4.
PCR

A) PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Colocar una capsula de Envirocheck en linea con la fuente de agua muestra. Asegurarse
de que el flujo no excede los estandares establecidos por el fabricante. Identificar
correctamente la capsula con el nimero de muestra.

Hacer pasar 10 L de la muestra por la capsula de filtracién con ayuda de una bomba de
vacio.

Remover los contaminantes capturados en el filtro afladiendo 125 mL de buffer de elucion,
sellar el filtro y poner en agitacién rotatoria a velocidad moderada de 5 a 10 minutos.
Recuperar el buffer de elucion decantando en sentido contrario al flujo de la muestra, dividir
el buffer de elucién en tubos de 50 mL. Repetir la remocién afiadiendo 125 mL de buffer de
elucion, agitar y decantar.

Centrifugar todos los tubos a 2,000 g por 20 minutos.

Decantar cuidadosamente el sobrenadante y mantener una pastilla con volumen remanente
de 5 mL por cada tubo. Juntar el volumen de las pastillas en un solo tubo, cuidando no
exceder los 45 mL de volumen final.

Afadir 2.5mL de solucién de celite al 20% en buffer NET-BSA 1% a la muestra. Mezclar la
muestra en el agitador rotatorio a temperatura ambiente por 15 minutos.

Agregar 1mL de solucién PVPP al 10% y mezclar la muestra en el agitador rotatorio
temperatura ambiente por 15 minutos.

Pre-humedecer el filtro de la unidad de filtracién con un volumen de aproximadamente 10mL
de Buffer NET y aspirar. Decantar la muestra que contiene la solucion de celite/PVPP dentro
de la unidad de filtracién y aspirar con la bomba de vacio. Asegurarse de que el liquido
pase a través del centro del filtro para remover el celite y particulas de la suspensiéon
mientras es filtrado.

Enjuagar el contenedor en que se encontraba la suspension con la muestra con 10mL de
Buffer NET para recuperar muestra tanto como sea posible, afiadir a la unidad de filtracion
y aspirar. Agregar 10mL adicionales de Buffer NET en la unidad de filtracién para enjuagar
los remanentes de muestra que hayan quedado.




Ayudandose de tijeras previamente sanitizadas con cloro al 30% y un par de guantes
nuevos, recortar y colocar los discos del filtro FTA dentro de una jeringa de 20mL. Colocar
la jeringa en el sistema de vacio tipo Manifold, pre-humedecer el filtro FTA con Buffer NET
y aspirar.

Decantar lentamente el filtrado obtenido de la filtracion de la suspensién con celite dentro
de la jeringa con el filtro FTA y aspirar. Repetir hasta que todo el volumen se haya filtrado.

Aun conectado al sistema Manifold, lavar dos veces con 10mL de buffer de purificacién
FTA. Posteriormente, lavar dos veces con 10mL de buffer de lavado FTA. Finalmente, retirar
la tarjeta FTA con ayuda de pinzas estériles (unas pinzas para cada muestra) y colocarla
en tubos cénicos de 15mL. Colocar los tubos en el bloque de calentamiento a 56°C durante
10min para secar la tarjeta FTA y proceder con la sdteccion de Cyclospora cayetanensis
por PCR Tiempo Real.

B) AMPLIFICACION PRIMARIA
Perforar la tarjeta FTA seca con un perforador de 6mm. Limpiar el perforador con cloro al
30% entre muestras. Depositar el perforado en un tubo de 0.5mL de pared delgada para
PCR. Los tubos deberan estar bien identificados con el cédigo o nimero de muestra. Se
debe incluir un blanco de reaccion y de proceso.

Preparar el master mix de la reaccion con los reactivos incluidos en el kit HotStarTaq
multiplicando los volumenes por el nUmero de reacciones de acuerdo a la tabla. Preparar
siempre media reaccién mas para amortiguar errores de pipeteo (ej: 5 rxn, preparar para
5.5)

Componente Volumen (uL) Concentracion final
paralrxn
HotStartTaq Master Mix 50 200 pM (_JINTPs, 1.5 mM MgCl2, 2.5 U de
DNA polimerasa
MgClI2 25 mM 2 2mM
Oligo F1E 10 pM 2 0.2 yM
Oligo R2B 10 uM 2 0.2 uM
Agua para PCR 44 -

Agregar 100 pL del master mix a cada tubo de PCR y colocar en el termociclador.

Al finalizar la amplificacion primaria, los tubos de 0.5mL se colocan en los adaptadores para
centrifuga y se centrifugan durante un pulso a maxima velocidad. Si no se va a proceder
con la amplificacion multiplex anidada se almacenan en refrigeracion protegidos con papel
parafilm.




NOTA:

e MqCI2:
Aumenta la temperatura de hibridacion del DNA. La concentracién de este ion resulta

fundamental para la optimizacién de la reaccion.
° En altas concentraciones de Mg++ disminuyen la especificidad de la PCR.

° En bajas concentraciones de Mg++ aumentan la especificidad de la reaccidn C'TATION Masol
\l 2058 (48)

C) AMPLIFICACION MULTIPLEX ANIDADA
Preparar el master mix de la reaccién con los componentes incluidos en el kit SYBR Green
| de acuerdo a la tabla, multiplicar los volimenes por el nimero de reacciones preparando
siempre media reaccion de mas.

El blanco se prepara con todos los componentes de la reaccién excepto el producto de la
amplificacion primaria el cual se sustituye por agua para PCR.

Componente Vs;?g]fg%\l;) Concentracion final

Master SYBR Green | 2 --

MgClI2 25 mM 1.6 3 mM

Oligo CC719 10 pM 1 0.5 uM

Oligo PDCL661 10 pM 1 0.5 uM

Oligo ESSP841 10 pM 1 0.5 uM

Oligo CRP999 10 pM 1 0.5 uM

Agua para PCR 114 --

Con ayuda de pinzas sanitizadas con cloro al 30% colocar los capilares dentro de los
adaptadores para centrifuga previamente enfriados (incluidos en el sistema LightCycler) y
transferir 19 pL del master mix a cada capilar. Agregar 1 uL de la reaccion de la
amplificaciéon primaria, el cual contiene el amplicén que servird como templado. Tapar los
capilares con la herramienta para tapar (Incluida en el sistema LightCycler) y centrifugar
durante 2min a 3000rpm. Transferir los capilares al carrusel del LightCycler en la posicién
correspondiente y colocarlos en el termociclador.

Por ultimo se realiza la confirmacién de resultados.

En algunos casos seré necesario realizar una confirmacién del resultado obtenido mediante
la PCR tiempo real. Esta confirmacion se lleva a cabo mediante una electroforesis del
producto amplificado.




Identificar apropiadamente tubos de 2mL nuevos vy libres de nucleasas, agregar 10uL de
buffer de carga en cada tubo. Cuidadosamente destapar los capilares y colocarlos boca
abajo en los tubos correspondientes. Centrifugarlos a 3000rpm durante 1min.

El producto mezclado con el buffer de carga se colocara el gel de electroforesis y se correra
bajo el programa establecido en el sistema E-Gel.

Se deberan correr siempre marcador de peso molecular para referenciar apropiadamente
el tamafo de las bandas obtenidas.

El tamafio esperado de los productos amplificados para cada especie se resume en la
tabla “2).

Nombre del Especificidad Tamafio del
oligonucleétido ampliacién (pb)
F1E Cyclospora y Eimeria ssp. 636

R2B Cyclospora y Eimeria ssp. -

CC719 C. cayetanensis 298
PLDC661 C. cercopitheci, C. colobi, C. papionis 361
ESSP841 Eimeria spp. 174
CRP999 Cyclospora y Eimeria spp. -

Oligonucleétidos

Oligonucleotido Especificidad Secuencia (5’-3’)
F1E Cyclospora y TACCCAATGAAAACAGTTT
Eimeria ssp.
R2B Cyclospora y CAGGAGAAGCCAAGGTAGG
Eimeria ssp.
CC719 C. cayetanensis GTAGCCTTCCGCGCTTCG

C. cercopitheci, C.

PLDC661 . ¢ CTGTCGTGGTCATCGTCCGC
colobi, C. papionis

ESSP8al Eimeria spp. GTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCA

CRP999 Ciclospora y CGTCTTCAAACCCCCTACTGTCG

Eimeria spp.




XIV.5. ANEXO 5.

Nombre

TABLA DE DATOS

Ritchie

Sheater

Tincién
Kinyoun




