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Abstract: From 1982 to 1987 infant and preschool Costa Rican children with acute diarrhea were studied. Cryprospo-
ridium (Tyzzer 1912) and other agents of diarrhea were investigated. Cryprosporidium oocysts were diagnosed in
Giemsa and acid-fast (Kinyoun) stained smears. Ten Cryptosporidium oocysts per positive smear were systematically
measured. Giemsa stained oocysts showed less variation respect to the mean. The oocysts corresponded to C. parvum
with diameters of 5.0 x 4.5 um but not to C. muris with oocysts of 7.4 to 5.6 ym.
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A partir del descubrimiento y descripcién
del Cryptosporidium muris en 1907 (Tyzzer
1910), varios autores designaron al menos 20
especies mas de ese género, segin el huésped
que albergaba al coccidio (Tzipori 1983, Fayer
y Ungar 1986).

Inicialmente, el Cryprosporidium fue consi-
derado un parisito “especie-especifico” No
obstante, experimentos de “transmisién cruza-
da” en varias especies de vertebrados revelaron
que los ooquistes del coccidio de un determina-
do huésped vertebrado infectan otras especies
de mamiferos, aves, reptiles y peces (Tzipori
1983, 1985, Fayer y Ungar 1986). Sin embar-
go, los criptosporidios de mamiferos infectan
preferencialmente a otros mamiferos, mientras
que la transmisién cruzada de Cryptosporidium
de aves a mamiferos no es exitosa (Tzipori
1983, 1985).

La proliferacién de “especies™ de Cryptos-
poridium gener6 cierta controversia sobre su
taxonomia, lo que llev6é a Levine a proponer
cuatro especies: C. muris, Tyzzer 1910, de ma-
miferos, C. meleagridis, Slavin, 1995, de aves;
C. crotali, Triffit, 1925, de reptiles y C. naso-
rum, Hoover et al. 1981, de peces tropicales
(Levine 1984). Este criterio tuvo el inconve-
niente de¢ dejar fuera de esta clasificacién a la

especie C. parvum (Tyzzer 1912), por conside-
rarla sin6nimo de C. muris (Tyzzer 1910). Este
dltimo fue aceptado como la especie prototipo
responsable de las infecciones en mamiferos
incluyendo al hombre (Levine 1984).

Desde las primeras descripciones del pardsi-
to se not6 que C. muris y C. parvum difieren
tanto morfol6gica como estructuralmente y que
colonizan niveles distintos del tracto gastroin-
testinal del rat6n (Tyzzer 1910, 1912).

Upton y Current (1985) corroboraron las
observaciones iniciales de Tyzzer sobre la
existencia de dos especies del coccidio en
mamiferos. Esos autores midieron los ooquis-
tes esporulados encontrados en heces de ter-
nero. Los de mayor tamafio [7.4 X 5.6 (6.6-
7.9)-(4.5-5.4) pm] corresponden a C. muris y
son ovoides con cuatro esporozoitos de 12 a
14 um de largo. Los de menor tamaiio (5.0 X
4.5 (4.5-5.4)-(4.2-5.0) um) corresponden al
C. parvum y son esféricos o ligeramente
ovoides, con cuatro esporozoitos internos de
5 a 6 pm (Upton y Current 1985). Reciente-
mente, el C. baileyi de aves, con ooquistes
ovales (6.2 X 4.0 um), ha sido asociado a la
infeccién gastrointestinal y pulmonar en pa-
cientes inmunodeficientes (Current er al.
1986, Ditrich, et al. 1991).
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El objetivo del presente estudio fue medir
sistemidticamente el tamario de los ooquistes de
Cryptosporidium sp. asociados a la diarrea del
nifio en Costa Rica, con ¢l fin de establecer la
especic o especies involucradas a la diarrea en
nuestro medio.

En 1982. sc inicid estudios prospectivos so-
bre criptosporidiosis en nifios inmunocompe-
tentes de la region de Puriscal. asi como en cl
Hospital Nacional de Nifios, San José (Mata er
al. 1984, Achi e al. 1985). Durante cinco anos
se recolecto muestras de heces para preparar fro-
tes yue fucron fijados y coloreados con Giemsa
y «dcido resistencia en frio (Kinyoun) (Fayer y
Ungar 1986), para buscar ooquistes de Cryptos-
poridium. Los frotes fueron almacenados para
ser observados posteriormente. A partir de cse
“hanco de laminillas™, se selecciond 76 frotes

positivos por ooguistes del coccidio, coloreados
con la tincion de Kinyoun y 69 trotes tenidos
con Giemsa, que se encontraban en bucnas con-
diciones y correspondientes a los 76 nifios me-
nores de 3 anos con diarrea, positivos por Cryp-
tosporidium. de los estudios del drea urbana y de
Puriscal. Este trabajo resume los resultados del
examen de esta recoleccion original de frotes.
En cada frotis sc midio diez ooguistes a nivel de
los didmetros mayor y menor. utilizindose un
microscopio. con micrometro de ocular incorpo-
rado, calibrado con un micrometro de limina. Se
uso la prueba estadistica de ¢ de Student.

La distribucion de frecuencias de los va-
lores promedio de los diimetros (mayor y
menor) de los diez ooquistes medidos en los
frotes con ambas tinciones, s¢ presentan cn
la fig. |.
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Fig. 1+ Distribucién de frecuencias del tamaiio de los ooquistes (um) de Cryptosporidium en las tinciones de Giemsa (arriba) y

de dcido-resistencia (Kinyoun).
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CUADRO |

Medida de los ooquistes de Cryptosporidium (micrémetros). Costa Rica

Giemsa
Didmetro
mayor
Media 501*
Desviacién
estandar 0.16
Limite
superior 5.05
Limite
inferior 498
Variancia 003

T student= * y ** (P>.05)

Los valores promedio para los didmetros
mayor y menor en las tincién de Giemsa y Aci-
do resistencia se aprecian en ¢l Cuadro 1. Los
valores se distribuyeron muy cercanamente al
promedio, con poca dispersién a su derredor.
Con Giemsa. estos mostraron una distribucion
gaussiana, con una ligera desviacién o sesgo a
la izquierda en el didmetro mayor (Fig. 1). Con
Kinyoun la distribucién de didmetros fue relati-
vamente bimodal (76 valores promedio), aun-
que en la realidad fue normal, con valores mds
dispersos respecto al promedio (Fig. 1). Estas
diferencias no fueron estad{sticamente signifi-
cativas (P>.05). Estos hallazgos sugieren un so-
lo tipo morfoldgico. con ligeras diferencias
atribuibles al tipo de tincioén.

Se ha encontrado que este coccidio repre-
senta del cinco al 15 % de todos los patdgenos
entéricos en ninos de paises tropicales (Achf et
al 1985, Fayer y Ungar 1986, Molbak e?
al.1994) y es un agente reconocido de diarrea
persistente (Molbak er al. 1994), asi como de
criptosporidiosis generalizada en sujetos inmu-
nosuprimidos o inmunodeficientes (Fayer y
Ungar 1986). Los estudios previos del INISA
revelan que el coccidio se asocia al 6% de las
diarrcas agudas cn nifios costarricenses meno-

res de (res anos (Achi er al [985).
El métado de Giemsa, como técnica de me-
dicién del tamario de Jos ooquistes mostro ser
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Kinyoun

Diametro Didmetro Didmetro
menor mayor menor
4743 491 461**
0.17 0.32 0.29
479 498 4.68
4.70 484 5.54
0.03 0.10 0.09

mejor que el de dcido-resistencia en frio (Kin-
youn) (Fig. 1). En las mediciones de los frotes
tefidos con Giemsa, los valores se distribuye-
ron muy cercanamente al promedio, en tanto
que cl tamaiio de los ooquistes coloreados por
Kinyoun mostré mayor variabilidad en sus di-
mensiones, por lo que los valores promedio
presentaron mayor dispersion con respecto a su
media aritmética. Sin embargo, la diferencia
numérica de los valores promedio obtenidos en
ambas técnicas no es estadisticamente signifi-
cativa (P>.05).

Varios autores han confirinado la presencia
de al menos tres especies de Cryprosporidium
responsables de la infeccién en mamiferos. La
mayoria sugiere que los casos de criptospori-
diosis en mamiferos. incluyendo al hombre,
bien documentados desde 1912, se han asociado
a un parasito indistinguible del C. parvum,
acompainidndosc la infeccién de diarreas acuosas
de moderadas a severas (Upton y Current 1985,
Fayer y Ungar 1986). En contraste, sélo unos
pocos casos aparecen en ganado vacuno, parti-
cularmente en adultos jévenes, asociados a 0o-
quistes de mayor tamaiio morfol6gicamente si-
milares al C. muris. en los que la infeccién es
asintomdtica o clinicamente leve. Los resultados

del presente estudio indican fuertemente, que la
especic que se ha estado identificando en los ni-
fios costarricenses con diarrea, corresponde a C.
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parvum y no a C. muris cuyos ooquistes son de
mayor tamaiio. Esto concuerda con las observa-
ciones de que la especie C. parvum es proba-
blemente la causa principal de infecciones en
humanos y tiene amplia distribucién geografi-
ca. Sin embargo, las técnicas de biologia mole-
cular han demostrado la existencia de diferen-
cias genéticas entre aislamientos de C. parvum
de humanos y de animales, creando incluso du-
das respecto a si deberfa o no de considerarse a
las variantes como una sola especie (Morgan
1995). A fin de corroborar los resultados de la
presente investigacién y de estudiar detalles del
parésito. deberdn de realizarse estudios compa-
rativos mediante biologia molecular del crip-
tosporidio asociado a la diarrea en humanos y
en animales en Costa Rica. Agradecemos a
Luis Rosero su ayuda con los andlisis estadisti-
cos. Este trabajo recibi6 financiamiento de la
Vicerrectoria de Investigacién de la Universi-
dad de Costa Rica, Proyecto VI-742-84-061.
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