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RESUMEN

El protozoario Cryptosporidium que afecta frecuentemente a los humanos son los de la
especie parvum y hominis, donde los ooquistes de estos parasitos son resistentes a la
dosificacion de cloro que se establece en las normativas de la Secretaria de Salud en
Colombia y las Normas INEN en Ecuador, causando de esta manera enfermedades
hidricas como lo es la Criptosporidiosis, enfermedad que prevalece en paises
industrializados donde oscila entre 0.1 y 27.1%, (EE.UU. Francia, Reino Unido), que por
lo general ocurre en parques acudaticos y piscinas de natacion publicas mientras que en
paises en desarrollo los resultados varian entre 0.1 a 31.5% (Colombia, Chile, Brasil),
debido al consumo de agua contaminada, se considera importante la identificacion del
protozoario Cryptosporidium en aguas crudas y tratadas mediante técnicas

microbioldgicas y moleculares como control de calidad de agua para consumo humano.

En el presente estudio se aplicé el método colorimétrico y cuantitativo con las técnicas
de Kinyou y TR-PCR para la deteccion de Cryptosporidium, tanto en aguas de pozo y
potable donde se obtuvieron resultados de agua de pozo: 4/23 (17.39) y en aguas tratadas:
5/38 (13.16%), estos resultados nos brindan una importante informacién porque reflejan
una diferencia entre las aguas de pozo que comunmente se utilizan en zonas rurales y las
aguas de una Planta de tratamiento, comparandolas se concluye que las aguas crudas no

son idoneas para el consumo humano.

PALABRAS CLAVE: Agua de pozo, Cryptosporidium, técnica microbioldgica, técnica

molecular, control de calidad.



ABSTRACT

The Cryptosporidium Protozoan that frequently affects humans are species parvum and
hominis, where are the oocysts of these parasites resistant to the chlorine dosage that set
out in the regulations of the Ministry of health in Colombia and the INEN standards in
Ecuador, causing diseases in this way water how is cryptosporidiosis, disease prevailing
in industrialized countries where ranges between 0.1 and 27.1%, (USA France, United
Kingdom), which usually occurs in water parks and swimming pools public while in
developing countries the results vary between 0.1 to 31.5% (Colombia, Chile, Brazil),
due to the consumption of contaminated water, for which the importance of identifying
Cryptosporidium in raw and treated waters using microbiological and molecular

techniques such as control of water quality for human consumption.

In the present study applied the colorimetric method and quantitative techniques Kinyou
and TR-PCR for the detection of Cryptosporidium, in well water and drinking where well
water results were obtained: 4/23 (17.39) and treated water: 5/38 (13.16%), These results
give us important information because they reflect a difference between the waters of the
well that is commonly consumed in rural areas and the waters of a treatment plant by

comparing them it is concluded that raw waters are not suitable for human consumption.

KEY WORDS

Water, Cryptosporidium, microbiological technique, molecular technique, control quality

well.
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1. INTRODUCCION

En muchas partes del mundo, los insectos que viven o se crian en el agua son portadores
y transmisores de enfermedades hidricas, algunos de estos insectos, denominados

vectores, crecen en el agua limpia®.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2015 estima que unas 842
000 personas mueren cada afio de diarrea como consecuencia de la insalubridad del agua,
de un saneamiento insuficiente o de una mala higiene, en el caso de los centros sanitarios
los profesionales de salud también se encuentran expuestos a riesgos infecciosos y el 15%
de pacientes contraen infecciones mientras se encuentran hospitalizados. Sin embargo,
esto puede ser prevenible con ayuda de las autoridades de salud, gubernamentales junto
con la comunidad, asumiendo su responsabilidad en este factor de riesgo que implica la

muerte de unos 361 000 nifios menores de cinco afios lo cual se podria prevenir®?,

La parasitosis en el agua representa un problema de salud publica a nivel mundial,
considerando la importancia del agua como uno de los recursos renovables mas
importantes para el hombre por su utilidad, de tal manera que es un vehiculo importante
de agentes patdgenos causales de diversas enfermedades en el ser humano, las cuéles
afectan frecuentemente a la poblacion en especial a las comunidades rurales que han
estado al margen del control de la calidad de las aguas de pozo que generalmente se
utilizan para el consumo humano, por lo tanto se concluye que estas aguas aptas para la

comunidad®*.



2. OBJETIVOS:

2.1.0bjetivo General:

Identificar Cryptosporidium en aguas crudas y tratadas mediante técnicas
microbioldgicas y moleculares como control de calidad de agua para el consumo

humano.

2.2.0bjetivos Especificos:

Aplicar la técnica microbiolégica de Kinyou para la deteccion de
Cryptosporidium en aguas crudas y tratadas.

Comparar la técnica de Kinyou y TR-PCR para la deteccion de Cryptosporidium
en aguas de consumo humano.

Socializar la importancia del control de calidad de agua para consumo humano.



3. DESARROLLO

3.1.Cryptosporidium
Los ooquistes de Cryptosporidium presentan una pared celular muy dura, lo que les
permite sobrevivir fuera del cuerpo durante largos periodos y hace que sean muy
resistentes a los desinfectantes fisicos como las radiaciones gamma y quimicos como el
Cloro. Para la erradicacion de Cryptosporidium se requiere una concentracion mayor de
80 mg/L de cloro en agua, la cual supera la concentracion permitida segin las Normas
INEN en Ecuador es de 0.3mg/L a 1.5mg/L en los pardmetros de calidad en cambio en
Colombia segun La Secretaria de Salud es de 0.3mg/L a 2.0 mg/L de cloro en agua para

uso y consumo humano®®,

Si bien es cierto la dosificacion necesaria de Cloro para erradicar Cryptosporidium es de
80mg/L, este parametro resulta muy elevado en comparacién de los pardmetros de
concentracion de Cloro establecido por las Normas INEN en Ecuador y La Secretaria de

Salud en Colombia.

La ingesta de un pequefio nimero de ooquistes (Fig.1) en una minima cantidad puede

provocar una infeccion (30 ooquistes) de Cryptosporidium?®.

OOQUISTE ESPORULADO
(4 esporozoitos)

ESPOROZOI(TO

Cuerpe residual .~

onQuistics PEA pm

Fig.N.-1: Ooquistes de Cryptosporidium.



3.1.1. MORFOLOGIA 'Y CLASIFICACION
Los parasitos son esféricos o elipticos. En las células epiteliales del intestino presentan
un tamarfio entre 2 y 6 um y se encuentran localizados en vacuolas parasitoforas®. Los
ooquistes presentan cuatro esporozoitos, sin esporocistos, son ovoides y pueden medir
entre 4,5 y 7,9 um. Tienen ocho cromosomas de tamafios moleculares semejantes y

presenta uno de los genomas mas pequefios de los organismos unicelulares eucarioticos®.

Existen 20 diferentes especies de Cryptosporidium que causan infecciones moderadas o
severas en humanos’, pero los principales agentes causales son Cryptosporidium hominis
y Cryptosporidium parvum®’® con base en datos morfoldgicos, bioldgicos,
moleculares®° y se han identificado alrededor de 61 genotipos de especie incierta, con
base en la secuencia de ssrRNA®. La utilizacion de herramientas moleculares para el
analisis genético, pruebas con TR-PCR y el estudio de los microsatélites han confirmado
la autenticidad de especies y la existencia de genotipos dentro de ellas. La taxonomia de
este organismo esté en rapida evolucién; asi, por ejemplo, Cryptosporidium pestis, antes

el genotipo C. parvum?®1011,

La enfermedad en el humano se atribuye con mayor frecuencia a 8 de dichas especies,

aunque existen reportes incidentales de infeccion por otros cyptosporidiums!?>13,

Especies de Cryptosporidium mas frecuentes en el humano
Cryptosporidium homins Humano

C. parvum (Ganado, humano

(. anderson! (zanado, camellos

C. felis (zatos

(. canis Perros

(. surs Cerdos

O muns Roedores

C. meleagridis Aves

|I".-1::u:iﬁn:adn::- de: Chalmer RM, Davies AP Clinical cryplospondiosis. Ex. Parasitol, Jan 2010

Tabla N.1: Especies de Cryptosporidium frecuentes en humanos**®.



3.1.2. CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de Cryptosporidium se completa en un mismo hospedador, por lo que es

un ciclo directo, que incluye una fase asexual y otra sexual*'4,

Se inicia con la ingestion del ooquiste por parte del hospedador, ya sea por contacto
directo con animales infectados o por la ingestion de agua o alimentos contaminados. Una
vez el ooquiste alcanza el intestino, en el ileon, son liberados los 4 esporozoitos que se
adhieren a las células epiteliales del intestino y sus microvellosidades®®,*, (Fig.N.-2)
estos se diferencian en trofozoitos, comenzando asi la reproduccion asexual: de
trofozoitos, meronte tipo |, a merozoito, meronte tipo I, merozoito, gamonte
indiferenciado®!. A continuacion, comienza la reproduccion sexual, la gametogonia, en la
que se generan los microgamontes (masculinos) y los macrogamontes (femeninos). El
macrogamonte es fertilizado por los microgamontes, dando lugar al zigoto luego este
mismo formara ooquistes esporulados de dos tipos, uno de pared gruesa, que es el que se
elimina por las heces y otro de pared fina, que es el que se queda en el organismo,

provocando una autoinfeccion (Fig.N.-2)#416:17,

Las dos especies que infectan cominmente al ser humano son C. hominis y C.
parvum*®8, Esta tltima es relevante porque tiene la capacidad de infectar a diferentes
hospederos, entre ellos al ganado vacuno. Se sabe que el genoma de este parasito es muy
pequefio, pues contiene todo su ADN en s6lo ocho cromosomas. Asimismo, carece de
muchos de los mecanismos para producir nutrientes necesarios para su ciclo de vida, por

lo que el parésito los toma del hospedero mediante un tubo alimentador®.



' Contarminacion de agua y
almemios con coquistes '

Ooquiste de pared gruesa (esporulado) \
Fagocitosis eliminado con heces 'ecales |'

Fig. N.-2: Ciclo de vida del Cryptosporidium?*36:1,



3.1.3. EPIDEMIOLOGIA
La Criptosporidiosis es una enfermedad cosmopolita, mayor en zonas con clima tropical
o templado, este microorganismo es variable en funcion de las caracteristicas
socioecondmicas de la poblacion?®, ya que es mas frecuente en los lugares con problemas
de infraestructura en las canalizaciones de agua potable, en las piscinas, en la eliminacion
de aguas residuales o con estrecho contacto con animales, sin olvidar factores

significativos como la ingesta de agua no potable y las zoonosis?.

La prevalencia de la enfermedad en paises industrializados oscila entre 0.1 y 27.1%,
(EE.UU. Francia, Reino Unido) con una media de 4.9%, mientras que en paises en
desarrollo los resultados varian entre 0.1 a 31.5% (Colombia, Chile, Brasil) con una media
de 7.9%2021,

En paises con mayor desarrollo, la parasitosis se presenta principalmente en la forma de
brotes epidémicos debidos a fuentes de agua contaminada, ya sea redes de agua potable,
de superficie o recreativas, la mayoria de brotes epidémicos en EE.UU. han ocurrido en
parques acuaticos y piscinas de natacion publicast®?2,

La transmisidn ocurre por la ingesta de agua contaminada con ooquistes, siendo esta via
indirecta la mas significativa®®. Si bien la filtracion es el mejor medio para reducir el
namero de ooquistes en el agua, los filtros de las plantas potabilizadoras no son suficientes

para retenerlos y, ademas, el tratamiento quimico no afecta su viabilidad?3?4,

3.2. CONTROL DE CALIDAD DE AGUAS CRUDAS Y TRATADAS

Se conoce como agua para consumo humano aquella que esta libre de patogenos y de
sustancias toxicas que puedan constituir factor de riesgo para el individuo, por lo tanto se
establece que las aguas de pozo a las que también se las conoce como aguas crudas,
debido a que no llevan un proceso de potabilizacion, pero aun asi son utilizadas para el
consumo humanao, por lo que ésta también deberia cumplir los requerimientos necesarios

para que su calidad sea 6ptima2627,
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REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

Colombia 2015 Ecuador 2014
Maximo Maximo
Coliformes Totales Ausencia Coliformes fecales Ausencia
Cryptosporidium Cryptosporidium, numero de
ooquistes/litro Ausencia ooquistes/ litro Ausencia
o _ Giardia, nimero de quistes/
Escherichia coli ) _ )
Ausencia litro Ausencia

Tabla N.-2: Normativa establecida del control microbiolégico para el consumo de agua

en Colombia y Ecuador?,

El consumo de aguas que no cumplan con los parametros establecidos evaluados segun

las normativas pueden causar brotes de enfermedades hidricas. Por lo tanto, garantizar la

calidad del agua en dichos sistemas es prioritario?®=0=31,

3.3. TIPOS DE SUELOS PARA LA CONSTRUCCION DE POZOS DE AGUA

TIPO DE SUELO

TASA DE INFILTRACION

{It/m?* - dia)
SUELOS DE BUENA PERMEABILIDAD
«  Arena 50
« Limos Arenosos, limos 30
» Limos o arcillas porosas 20

SUELOS DE BAJA PERMEARBILIDAD
» Limos o arcillas compactas

10

Tabla N.-3: Tasas recomendadas para la infiltracion de lixiviados®.

12




3.4. METODO MICROBIOLOGICO

3.4.1. TECNICA DE KINYOU

La tincion de Kinyoun es una variante de la tincion clésica de Ziehl-Neelsen que utiliza
como colorante primario Fucsina basica con fenol a concentraciones altas, lo que permite
la coloracion en frio, mientras que la tincion clasica de Ziehl-Neelsen precisa la
utilizacion de calor en la etapa de la coloracion primaria. El resto de las etapas del
procedimiento son las mismas que en la metddica original de Ziehl. Como colorante de
contraste se utiliza Verde brillante, aunque también puede utilizarse Azul de Metileno®,

La tincion de Ziehl-Neelsen se utiliza para la diferenciacion de los microorganismos
acido-alcohol resistente®*3*, Estos microorganismos poseen una pared celular lipidica
especial, que contiene entre otro 4cido micolico, que les permite resistir la decoloracion
con acido-alcohol después de la tincion con colorantes basicos como la fucsina y aparecen
de color rosa-rojizo, mientras que el resto de los microorganismos se tifie con el colorante
de contraste. Se supone que la permeabilidad a través de las membranas intactas puede
ser un componente importante del mecanismo involucrado en el fendmeno de resistencia

a la decoloracion por alcohol &cido indicado®=34.

Los microorganismos alcohol-4cido resistentes son béasicamente las Mycobacterias,
aunque existen otros microorganismos gque también presentan esta caracteristica como

son el género Nocardia y algunos parasitos como Cryptosporidium333,

Fig. N.-3: Inmunofluorecencia de ooquistes de Cryptosporidium?’.
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3.5. METODOS MOLECULARES

3.5.1. TR-PCR

Como alternativa al diagndstico convencional se ha desarrollado una gran variedad de
protocolos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de
acidos nucleicos de Cryptosporidium spp. Los méetodos moleculares son los mas sensibles

para detectar ooquistes en muestras ambientales3>3¢-

Fig. N.-4: Termociclador equipo donde se realizan PCR®’.

3.6. UBICACION GEOGRAFICA
Segun la OMS la distancia minima en metros que puede existir entre una letrina y un pozo

de agua es de 25m v el tipo de suelo adecuado es de limos o arcillas compactas®e.

3.7. MATERIALES Y METODOS
Material de estudio: Aguas de pozo

Objeto de estudio: Cryptosporidium
Objetivo de estudio: Control de calidad de las aguas de pozo para consumo humano.

3.7.1. METODOS:
Método colorimétrico cuantitativo

3.7.2. RT-PCR (TagMan) Y METODO DE FRET
En esta tecnologia (de Aplplied Biosystems), la reaccion de amplificacion se lleva a cabo

en un termociclador que realiza, a la vez, la deteccion de fluorocromo mediante luz laser.

14



En esta tecnologia, ademas de un juego de primers, se utiliza una sonda marcada con
fluorescencia. La sonda marcada con fluorocromo empleada se disefia de manera que
hibrida en algin punto intermedio de la secuencia franqueada por el primer sentido y
antisentido. Estos primers estan disefiados para amplificar fragmentos de entre 60 y
150pb. La sonda tiene acoplado un fluorocromo en su extremo 5°, silenciado por otro
fluorocromo o quencher (referencia pasiva). La sonda hibrida en la cadena molde del
DNA que sera amplificada y libera su fluorocromo sélo cuando la sonda se degrada por
la accion de exonucleasa 5°-3 de la DNA polimerasa. Estas sondas se basan en el método
FRET, el cual consiste en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
entre moléculas; estas son dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor, y su
principio se basa en que una molécula de alta energia cercana a otra de baja energia
(quencher) promueve una transferencia energética sin emision de fluorescencia. Una vez
que se separan dichas moléculas se emite la fluorescencia, que e s captada por el lector
del equipo. Las sondas de este tipo son cortas; para separar las dos moléculas
fluorescentes necesitan el rompimiento de su estructura por la DNA polimerasa
termoestable (Ampli Tag Gold), que se mantienen inactiva por la unién de un anticuerpo
y se libera cuando la reaccion se incuba a los 95°C iniciales de desnaturalizacion. Los
dNTP empleados contienen dUTP en lugar de dTTp, por lo que los productos de PCR
contienen dUTP. La mezcla de reaccién contiene UNG degradada productos de PCR
anteriores. Asimismo, el fluorocromo ROX (conjugado de glicina de 5-carboxi-X-
rodamina, succinimidiléster) se incluye como referencia pasiva a una concetracion final
de 500nM para normalizar la fluorescencia entre reacciones por cualquier posible

fluctuacion asociada con variacion en el volumen3%7+16,
3.7.3. Técnica de Kinyou.
Método cualitativo colorimétrico.

Se fundamenta en la capacidad que posee el colorante de tefiir los ooquistes de los
coccidios intestinales, debido a que estos tienen la propiedad de que su pared quistica se

encuentre conformada por &cidos grasos, los cuales retienen estos colorantes®%-3334,

3.7.4. PROCEDIMIENTO
1. Cubrir con Fucsina Fenicada Kinyou. Dejar unos 5 minutos. NO CALENTAR®

2. Lavar suavemente con agua corriente. Eliminar el exceso de agua®.
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3. Cubrir con el Decolorante BK, balancear suavemente y a continuacién lavar con
agua. Si sigue apareciendo coloracion rojiza en la muestra repetir la
decoloracion®.

Lavar suavemente con agua corriente. Eliminar el exceso de agua.

Cubrir la preparacion con Verde Brillante o Azul de Metileno durante 1 minuto®3,

Lavar con agua corriente y secar al aire.

N a &

Examinar al microscopio con objetivo de inmersion®,

3.8. METODOLOGIA
3.8.1. Area de estudio
Este estudio se realiz6 en tres Plantas de Tratamiento de Agua Potable (ETAP), que
actualmente suministran agua potable a areas urbanas y 11 plantas rurales que suministran
agua a areas rurales en el municipio de Pasto situados en el Departamento de Narifio,

suroeste de Colombia®!.

3.8.2. Muestreo

En total se recolectaron 110 muestras en ETAP en tres diferentes puntos, de estos se
recogieron 72 muestras de agua, 24 muestras de agua cruda de pozo en las entradas a las
plantas, 24 muestras después del tratamiento fisico-quimico; y 24 muestras después de la

desinfeccion con cloro®!.

Las restantes 45 muestras recogidos consistian en solo agua de pozo, porque en estas

plantas no se aplicaban cualquier tipo de tratamiento en los tiempos de muestreo®!.

Las muestras se recogieron en dos ocasiones en 2016, una en Marzo (temporada de
lluvias) y la otra en Agosto y Septiembre (temporada seca)*.
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COLOMBIA

NARINO

Fig. N.- 5: Ubicacién geogréafica de los municipios, ubicados en el departamento de

Narifio, suroeste de Colombia*!.

4. RESULTADOS
Con la técnica microbioldgica de Kinyou se logré detectar de manera cualitativa la

presencia del protozoario Cryptosporidium*?.

Se detectd en tiempo real PCR (gqPCR) con deteccion de punto final, utilizando primers
y las sondas TagMan para asi identificar las especies de Cryptosporidium, se us6 un
marcador de ARNr de subunidad pequefia (SSU), utilizando el primer SSUrRNAF y
SSUrRNAR, y subtipos de C. parvum basandose en el analisis de secuencia de gp60*.

El Cryptosporidium se encontré con mayor frecuencia en las plantas de tratamiento que
abastecen a las zonas rurales encontrado tanto en muestras de agua cruda como tratada de
ETAP (agua cruda: 4/23, 17.39%) y en aguas tratadas (5/38, 13.16%)*.
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5. CONCLUSION
En base a la revision bibliogréafica de las Normativas microbioldgicas y deteccion
molecular para Colombia y Ecuador se determiné la presencia de Cryptosporidium en

muestras de agua de pozo y tratadas de El Departamento de Narifio*.

El contagio de Cryptosporidium se produjo con mayor incidencia en aguas de pozo

(crudas) con relacion de las aguas tratadas*:.

6. RECOMENDACIONES
Se recomienda a las autoridades nacionales de ambos paises implementar un programa
de control de calidad de aguas de pozo para el consumo humano enfocado a las zonas

rurales tanto de Colombia como en Ecuador.
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