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RESUMEN.- Esta revision describe y compara la
eficiencia de las técnicas de mayor uso para la deteccién de
Giardia y Cryptosporidium en muestras de agua y presenta
una bibliografia sobre el tema hasta el afic 1998. La
presencia de estos patégenos en distintos tipos de aguas se ha
relacionado a numerosos casos de brotes diarreicos a nivel
mundial (especialmente en paises desarrollados) razén por lo
cual se ha tenido que evaluar su ocurrencia y abundancia.
Las técnicas consisten en tres pasos: Concentracion,
purificacion, deteccion e identificacion. El objetivo de esta
metodologia es la recuperacién mediante: 1) Filtracién a
través de cartuchos de polipropileno para la concentracion de
los quistes y ooquistes, 2) clarificacién por flotacién con
soluciones de sacarosa sheather o percoli-sacarosa para
eliminar particulas presentes en el agua que interfieren con
Ios resuitados, y 3) inmunofluorescencia. En la actualidad se
estan utilizando técnicas con anticuerpos magnetitas para la
concentraciéon de los quistes y ooquistes, las sondas y
reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion
con muy buenos resultados. Recibido: 12 Marzo 1998,
aceptado: 06 Noviembre 1998.

Palabras claves: Técnicas parasitoldgicas, deteccidon de
pardsitos, Giardia, Cryptosporidium, ooquistes, quistes,
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aguas blancas, aguas negras, inmunofluorescencia, brotes
diarreicos, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
anticuerpos magnetitas.

TECHNIQUES FOR DETECTING
GIARDIA AND CRrYPTOSPORIDIUM IN WATER
SAMPLES: A REVIEW

ABSTRACT.- This review describes and compares the
efficiency of the more common techniques used to detect
Giardia and Cryptosporidium in water samples; as well as
provide a bibliography about this subject to the year 1998.
The presence of these pathogens in different types of water
has been related to numerous diarrhea outbreaks throughout
the world (especially in developing countries) making it more
important to know the best techniques for detecting their
occurrence and abundance. Detection consists of three steps:
Concentration, purification, and detection and identification.
The objective of this methodology is the recuperation via: 1)
Filtration with polypropylene cartridges to concentrate the
cysts and oocysts, 2) clarification by flotation with sucrose
or sucrose-percoll solutions to eliminate particles present in
the water that may interfere with results, and 3)
inmunofluorescence. Present techniques using antibody-
magnetite to concentrate cysts and oocysts, as well as probes
and Polimerase Chain Reactions (PCR) to detect Giardia and
Cryptosporidium, give very good results. Received; 12
March 1998, accepted: 06 November 199§.

Key Words: Parasite detection techniques, Giardia,
Cryptosporidium, oocysts, cysts, surface water, sewage
water, inmunofluorescence diarrhea outbreaks, Polimerase
Chain Reaction (PCR), antibody-magnetite.

INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha relacionado la presencia de Giardia'y
Cryptosporidium con brotes diarreicos transmitidos a través del
agua (Benton ef al. 1989, Craun 1988, Fraser 1994, Fraser 1991,
Herwaldt et al. 1992, Hibler y Hancock 1990, Lin 1985, Wolfe
1992). Entre 1980 y 1996 investigaciones realizadas en todo el
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mundo puntualizan que estos patogenos son agentes causales de mas
del 50 % de infecciones diarreicas (AWWA 1985, Lin 1985, Akin y
Jakubowski 1986, Andersson y Jong 1989, Benton ef al. 1989, Craun
1988, Hibler y Hancock 1990, Fraser 1991, Herwaldt ef al. 1992,
Fraser 1994). Estos parasitos han sido detectados en todos los
ambientes acuaticos superficiales y subterraneos (rios, lagos, mar,
pozos, etc.) (Ongerth 1989, Hibler y Hancock 1990, Rose ef al. 1991,
Johnson et al. 1995, LeChevallier y Norton 1995, Ongerth et al.
1995, Crabtree ef al. 1996, Zuckerman et al. 1997, Payment et al.
1997, Teunis et al. 1997, Marshall et al. 1997). En aguas de
consumo humano se ha verificado la presencia de estos patdgenos,
los cuales se han asociado a grandes brotes infecciosos (Braidech y
Karling 1985, Akin y Jakubowski 1986, Ongerth y Stibbs 1987,
Craun 1988, Andersson y Jong 1989, Benton et al. 1989, Hass y
Rose 1995, LeChevallier et al. 1995, Sorbey et al. 1995, De Luca et
al. 1997, States et al. 1997, Karanis et al. 1998).

En Maracaibo, Venezuela, no hay estudios que reporten la
presencia de Giardia sp. en agua potable. Sin embargo, la poblacion
presenta un alto porcentaje de giardiasis y criptosporidiosis (Chacin-
Bonilla et @l 1993, Hernandez ef al. 1995, Chango e Iriarte 1996).
Para determinar la posible relacion entre el hallazgo y la adquisicion
de las parasitosis, es necesario realizar estudios que confirmen su
presencia en esta agua.

Teunis et al. (1997) enfatiza sobre la necesidad de tomar en
cuenta la presencia de Giardia 'y Cryptosporidium en los suministros
de agua como problema de salud publica, asumiendo que deben
determinarse varios factores tales como: la concentracion de quistes
o de ooquistes en el agua cruda, la remocién de los organismos con
los diferentes tratamientos y el consumo de aguas corrientes no
hervidas por la poblacién. De esta manera, se puede calcular la tasa
de riesgo que tiene una poblacion determinada en contraer la
infeccion, por lo que el establecimiento de un buen sistema de
muestreos de agua debe ser el comienzo de un estudio de la calidad
de las aguas de suministro.



216 Pertuz et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

Los factores que intervienen en la contaminacioén de las aguas
superficiales con ooquistes o quistes, estdn relacionados a un
inadecuado tratamiento de las aguas destinadas al consumo humano,
a la contaminacién de los reservorios de agua con desechos fecales
humanos y animales y a las actividades agricolas relacionadas con el
abonado de la tierra con material fecal (Lin 1985, Akin y Jakubowski
1986, Madore et al. 1987, Craun 1988, Gassmann y Schwartzbrod
1991, Gilmour et al. 1991, Jakubowski et al. 1991, Sykora et al. .
1991, Grimason et al. 1993, Bouhoum et al. 1997, Ahmab et al.
1997, Quintero et al. 1998).

Para el control de estas infecciones es necesario la deteccion de
Giardia y Cryptosporidium en el ambiente. Sin embargo, hasta el
momento no se ha podido establecer una técnica que permita
encontrar estos patdgenos de una manera sensible, econémica y
sencilla. La técnica estdndar, ha propuesto un sistema de
recuperacién de quistes o de ooquistes que parece ofrecer una
alternativa, pero, en el caso de paises subdesarrollados no es tan
viable econdmicamente (APHA 1992). Para esto se requiere: 1) la
concentracion de los quistes y ooquistes del ambiente, 2) la
purificacion con el fin de eliminar detritos, y 3) la identificacién de
dichas estructuras parasitarias (APHA 1992). En los tltimos afios la
deteccion de Giardia y Cryptosporidium en el agua ha originado el
empleo de varios métodos de biologia molecular y de técnicas
parasitologicas, las cuales se han modificado hasta lograr la
metodologia adecuada.

El objetivo de esta revision es describir brevemente y comparar
la eficiencia de las técnicas de mayor uso para la deteccion de
Giardia y Cryptosporidium en muestras de agua y presentar una
bibliografia sobre el tema hasta el afio 1998.

TECNICAS DE CONCENTRACION

Los ambientalistas y microbiologos han ideado las técnicas de
filtracién y recientemente la de concentracién con anticuerpos
marcados con magnetitas (AWWA 1985, APHA 1992, Rose et al.



Vol. 32, 1998] Deteccion de Giardia y Cryptosporidium 217

1992, Bifulco y Schaefer 1993). Diferentes técnicas de filtracion han
sido utilizadas, basandose en el tipo de material filtrante, membranas
de nitrato de celulosa, cartuchos de polipropileno o adoptando
principios diferentes como en el caso de la filtracién tangencial.

FILTRACION

La Tabla 1 muestra la metodologia general para la ejecucion
de la filtracion a través de diferentes medios. El eluato o solucién
concentrada de quistes, producto de los procesos de filtracion, es
pasado por una segunda filtracion a través de membranas de 25 mm
de didmetro, para lo cual se sugiere que se pasen por una solucién
colorante, y luego por etanol en concentraciones crecientes
(Spaulding er al. 1983). Luego, la membrana es colocada en un
portaobjetos con glicerol-propionato y observada al microscopio o de
inmediato en un hemacitémetro (Rose et al. 1992). De estos
procedimientos la observacion del concentrado en membranas resulto
ser mas confiable que el contaje en el hematocitémetro (Rose et al.
1992). Sin embargo, la eficiencia de la técnica disminuye con la
turbidez del agua. Por lo que en aguas turbias como las provenientes
de rios, lagos y piscinas de oxidacién ha sido dificil la deteccion de
quistes de Giardia o de ooquistes de Cryprosporidium, ya que las
particulas propician el taponamiento rédpido dela membrana
(AWWA 1985, Rose et al. 1991, Rose et al. 1992, Ho et al. 1995).
Ademds, la alta turbidez ocasiona confusiéon de los quistes y
. ooquistes con algas u otras particulas (APHA 1992).

Otra técnica de filtracion muy usada es la propuesta por
Hansen y Ongerth (1991), con una eficiencia hasta de un 40 % para
la recuperacion de quistes de Giardia y un 28 % para ooquistes de
Cryptosporidium (Tabla 1) (Ongerth 1989, Hansen y Ongerth 1991).
Un estudio realizado con membranas de policarbonato, nitrato de
celulosa y acetato de celulosa demostré que la membrana de nitrato
de celulosa presenté mejores porcentajes de recuperacién de
ooquistes de Cryptosporidium y quistes de Giardia (Shepherd y
Wyn-Jones 1995). Otros estudios muestran que la recuperacion con
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membranas de policarbonato para quistes de Giardia (49 %) es
mayor que la de los ooquistes de Cryptosporidium (9 %) (Nieminski
et al. 1995). Adicionalmente, Graczyk et al. (1997) aseguran que
incubando la suspension de ooquistes de Cryptosporidium filtrada a
través de filtros de acetato de celulosa con acetona, centrifugando y
realizando una tincién de inmunofluorescencia, se puede recuperar
ooquistes y quistes. Ademas, se logra discernir la viabilidad e
infectividad de quistes de Giardia u ooquistes Cryptosporidium.
Asimismo, Falk et al. (1998) consideran este método eficiente para la
recuperacion de quistes de Giardia (78.7 %), aunque es menos
eficiente para los ooquistes de Cryptosporidium (42.1%). Un
hallazgo importante de este grupo fue haber determinado que la
concentracion inicial de los quistes de Giardia o de los ooquistes de
Cryptosporidium no influye en la eficiencia de recuperacion de la
técnica.

La filtracion a través de cartuchos de polipropileno propuesta
por Musial er al. (1987), superd los porcentajes de recuperacion de
ooquistes de Cryptosporidium (80-90 %), similares resultados fueron
encontrados en otros estudios (Payment et al. 1989, Rose et al.
1989). Holman et al. (1983) probaron filtros de cartucho de
polipropileno orlon de una porosidad de 1 pm y 7 um, mostrando
que la porosidad de 1 pum permite la mayor eficiencia en la
recuperacion de quistes de Giardia. Con esta porosidad, Shepherd y
Wyn-Jones (1995) filtraron aguas superficiales a través de cartuchos
con tres tipos diferentes de filtros: Cuno MicroWynd II; Cokes
polyfil y Balston grado 50, de los cuales el primero fue el mejor para
recuperar quistes de Giardia. Un estudio realizado por LeChevallier
y Norton (1995) muestra que la retencién del filtro Cuno MicroWynd
11 es del 84 % para ooquistes de Cryptosporidium y del 80 % para
quistes de Giardia. A pesar del grado de deteccion alcanzado por la
misma, Vessey y Slade (1991) afirman que las centrifugaciones
realizadas durante el procesamiento de la muestra afectan la
deteccion de los ooquistes, de tal manera que a altas velocidades de
centrifugacion existe una baja deteccion de los ooquistes, debido a
que posiblemente la destruccién de los epitopes no permite que se
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unan los anticuerpos marcados con fluoresceina (Shepherd y Wyn-
Jones 1995). El proceso de sonicacion también parece ocasionar
déficit en la deteccién de ooquistes, por alteracion de la estructura
ooquistica (Tabla 1) (Rose et al. 1989, Shepherd y Wyn-Jones 1995,
Vessey y Slade 1991). Nieminski et al. (1995) afirmaron que la
eficiencia de recuperacion de quistes de Giardia es de tan s6lo un
12%y de un 8 % para ooquistes de Cryptosporidium. Sin embargo,
esta técnica ha sido la alternativa propuesta por la Environmental
Protection Agency (EPA 1992) para estudios ambientales de quistes
de Giardia, ooquistes de Cryptosporidium y virus entericos (APHA
1992, Kfir et al. 1995).

El uso de la filtracion por filtros-multiples de flujo tangencial
permitié la mayor recuperacién de quistes u ooquistes que la
filtracién a través de membranas o de cartuchos de polipropileno
(Tabla 1) (Isaac-Renton ef al. 1986).

ANTICUERPOS MARCADOS CON MAGNETITAS

Como se expres¢ anteriormente, las técnicas de filtracidén
presentan interferencia al aumentar la turbidez de la muestra, este
hecho impulsé estudios para establecer métodos que permitan
investigar muestras con alta turbidez (600 NTU). Bifulco y Schaefer
(1993), idearon la utilizacion de anticuerpos marcados con
magnetitas para concentrar quistes de Giardia. La metodologia
propuesta en este estudio se muestra en la Tabla 2, la cual reporta
una alta eficiencia de recuperacion de quistes de Giardia y ooquistes
de Cryptosporidium en aguas con alta turbidez, lo cual permite
sugerir esta técnica para recuperar quistes desde aguas residuales o
de rios, con alta concentracién de detritos. Mahbubani et al. (1998)
corroboraron la alta eficiencia que muestra esta técnica con respecto
a otras para la recuperacién de ooquistes de Cryptosporidium y
quistes de Giardia desde aguas residuales o de cuencas.

FLOCULACION

Fue propuesta inicialmente para la recuperacién de ooquistes
de Cryptosporidium en muestras de agua por Vessey et al. (1993) y
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utilizada por Botero ef al. (1996) para la determinacién de quistes de
Giardia de aguas residuales (Tabla 1). En aguas de rio los quistes de
Giardia se recuperaron en un 61 % (Ho et al 1995) y en aguas
negras la recuperaciéon fue del 66 % (Botero et al. 1996). El
promedio de eficiencia de la técnica para la recuperaciéon de quistes
de Giardia fue de un 75 % (Botero et al. 1996). Los ooquistes de
Cryptosporidium fueron recuperados un 70 % en aguas corrientes y
un 33 % en aguas de rio (Shepherd y Wyn-Jones 1995). Por
consiguiente esta técnica es recomendable para estudios de Giardiay
Cryptosporidium en aguas residuales, rios, lagos, etc. (Botero et al.
1996, Drozd y Schwartzbrod 1996, Ho et al. 1995). Esta técnica se
ha utilizado en la deteccioén de quistes de Giardia en aguas residuales
provenientes de diferentes sistemas de tratamientos, con muy buenos
resultados en la recuperacion de estas estructuras (Pertuz et al. 1995,
Pertuz 1996, Pertuz y Jiménez 1996).

En términos generales la técnica de mayor eficiencia para la
recuperacion de quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium
fue la que agregé el paso de concentracion con anticuerpos marcados
con magnetita (Tabla 2).

TECNICAS DE CLARIFICACION

La suspension concentrada de quistes u ooquistes es sometida a
un proceso de clarificacion para eliminar detritos de las muestras y
asi optimizar la deteccion e identificacion de las estructuras
parasitarias; las técnicas de clarificacién son de dos tipos: Flotacion
y Sedimentacion (Rose ef al. 1992).

La clarificacion por flotacién es la de mayor uso en la
eliminacién de detritos de los extractos concentrados.  Se
fundamenta en el uso de soluciones que tengan la misma densidad de
los quistes del protozoario que se estén analizando. Entre las
soluciones utilizadas con mayor frecuencia se mencionan: sacarosa,
cloruro de sodio, sulfato de cinc, cloruro de cesio, etc. (AWWA
1985). Los pasos generales consisten en la adicion del concentrado
proveniente del paso de filtracién, floculacién o concentracién con
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anticuerpos magnetitas a la solucién flotante (sacarosa, percoll-
sacarosa, sulfato de cinc) con la densidad especifica para quistes de
Giardia o de los ooquistes de Cryptosporidium y la posterior
centrifugacion; las capas de interfase y la superior son extraidas
cuidadosamente y sometidas a varios lavados con Tween-Buffer de
fosfato salino (PBS) u otro “buffer” (AWWA 1985, Rose et al.
1992). El “pellet” obtenido por esta operacion es preservado hasta el
paso de tincion. Se admite que las técnicas de flotacion tienen la
desventaja de causar pérdidas de ooquistes o quistes durante el
proceso, produciendo resultados por debajo de los valores reales
(Gilmour et al. 1991, Kfir et al. 1995, LeChevallier et al. 1995,
Nieminski ef al. 1995). Sin embargo, las pérdidas son menores con
la técnica de flotacién con percoll-sacarosa, la cual presenta hasta un
80 % de recuperacion de quistes u ooquistes en muestras con altas
cantidades de detritos (Gilmour et al. 1991, Bifulco y Schaefer
1993). Recientemente, Nieminski et al. (1995) reportan el uso de
flotacion con percoll-sacarosa con una recuperacion del 89 % de
quistes de Giardia y del 69 % de ooquistes de Cryptosporidium
desde muestras de agua superficial.

La clarificaciéon por sedimentacion estad fundamentada en la
utilizacién de soluciones como:  Formalina-Eter, formalina o
formalina-etil acetato, que disuelven los lipidos y remueven el
material organico y hacen sedimentar los quistes (Rose et al. 1992).
Su aplicaci6n en la clarificacion de quistes de Giardia se limita sélo
a muestras de aguas residuales con alta cantidad de detritos o
muestras de lodo provenientes de sistemas de tratamiento de
descargas residuales (Ho et al 1995, Pertuz et al. 1995, Pertuz
1996). Su utilizacién generalmente se acompaiia de un paso posterior
de flotacion con sacarosa o sulfato de cinc (AWWA 1985, Ellis et al.
1993). Los ooquistes de Cryptosporidium no son usualmente
clarificados mediante esta técnica (Rose et al. 1992). En general el
método consiste en la aplicacion de soluciones de formalina-éter o
etil acetato a un extracto concentrado, se centrifuga y luego el
“pellet” obtenido se lava varias veces con solucion salina, éste se
observa al microscopio de luz (Pertuz 1996). Diversos estudios han
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utilizado estd técnica para la clarificacion de muestras de aguas
residuales con buenos resultados en la eliminacion de detritus de las
mismas (Ho et al. 1995, Pertuz et al. 1995, Pertuz 1996). Las
muestras de lodo han sido procesadas también con este método, pero
aln se mantienen cantidades considerables de detritus que interfieren
con las técnicas de tincion (Pertuz et al. 1995, Pertuz 1996, Pertuz y
Jiménez 1996).

TECNICAS DE DETECCION E IDENTIFICACION
TINCION

Generalmente son realizadas sobre muestras de aguas
concentradas y clarificadas con la finalidad de detectar e identificar
los quistes u ooquistes recuperados. Estas son utilizadas para la
identificacion de Giardia y Cryptosporidium en muestras fecales, su
utilizacién ha sido necesaria para la evaluacion de los cuerpos de
agua (Rose et al. 1992). Smith et al. (1989) probaron varios métodos
de tincion para verificar la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium de los cuales destacan: Zielh Neelsen modificada,
Fenol auramina O, Safranina - Azul de Metileno y Wright - Giemsa,
las cuales han sido utilizadas también en otros estudios (Garcia e al.
1983, Stibbs y Ongerth 1986, Pertuz 1996 ). Para determinar la
presencia de quistes de Giardia se ha propuesto el uso de tinciones
permanentes de hematoxilina y tricromica (Ellis et al. 1993, Pertuz
1996, Pertuz y Jiménez 1996). Estas técnicas realizan basicamente la
preparacion de un frotis, la fijacion, la adicion de un colorante,
adicion de un decolorante, la adicién de un colorante de contraste y
varios lavados con agua, ejecutados entre cada paso mencionado.
Los métodos de tincion se caracterizan por presentar un colorante, un
decolorante y un colorante de contraste, cada uno de ellos varia con
la bateria de tincién (Tabla 3).

El estudio realizado por Smith ef al. (1989), en muestras de
agua sembradas con ooquistes de Cryptosporidium encontré que la
tincion Zielh Neelsen modificada mostrd un 80 % de eficiencia en la
deteccion de los mismos, siendo esta técnica de coloracién la que
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mayor eficiencia presentd en diferentes tipos de agua. Sin embargo,
un bajo porcentaje de deteccion fue hallado en aguas tratadas con
mezclas floculantes como hidréxido de aluminio y en aguas
superficiales provenientes de rios o lagos (Smith et al 1989).
Debido a que las particulas del floculante u otros detritos presentes
en el agua ocasionan serios problemas de interferencia al no permitir
la diferenciacion adecuada de los ooquistes. La misma tendencia
mostré la tincién con Auramina O-Fenol. Las otras técnicas de
tincién mencionadas mostraron baja sensibilidad para la deteccion de
ooquistes de Cryptosporidium, mientras que en muestras de agua
provenientes de cuencas relacionadas con brotes, la técnica de Zielh
Neelsen fue la mas eficiente para la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium (Smith et al. 1989).

La tincién tricromica fue superior a la tincién del frotis con
hematoxilina para la deteccién de quistes de Giardia en un ensayo
realizado con ambas técnicas por Pertuz (1996), con un 50 % para la
primera, en aguas residuales crudas y tratadas en la ciudad de
Maracaibo, Venezuela.

INMUNOFLUORESCENCIA

La mmunofluorescencia puede ser directa e indirecta, esta
ultima es aplicada cominmente en muestras ambientales (Rose et al.
1989). La inmunofluorescencia directa (Tabla 2) ha sido utilizada
tanto para la deteccion de quistes de Giardia como ooquistes de
Cryptosporidium (Riggs et al. 1991, LeChevallier y Norton 1995).
Estas estructuras son observadas de color verde manzana
fluorescente en la pared externa, forma oval o hueso para quistes de
Giardia y media luna para ooquistes de Cryptosporidium y el tamafio
caracteristico de cada estructura. La confirmacién se realiza por
microscopia de contraste de fase buscando estructuras internas:
axonemas, cuerpos medios y miicleos. Una evaluacion de varios
anticuerpos monoclonales para Giardia y Cryptosporidium mostrd
mayor deteccién de ooquistes y quistes en muestras ambientales
provenientes de cuencas, aguas cloacales, suministros de agua
potable, etc. (Rose et al. 1989). Los anticuerpos policlonales fueron
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probados con muy buenos resultados en la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium y quistes Giardia en diferentes muestras de agua.
Similarmente, la inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales
se experimenté sobre muestras ambientales para detectar quistes de
Giardia y ooquistes de Cryptosporidium, utilizando filtracion por
membranas de acetato de celulosa y concentradas con gradiente
percoll-sacarosa, obteniéndose excelentes resultados (Portincasa et
al. 1997).

NUEVOS METODOS PARA LA DETECCION DE G/ARDIA Y
CRYPTOSPORIDIUM EN MUESTRAS AMBIENTALES

La necesidad de encontrar métodos que ofrezcan la deteccién
de las formas infectantes en muy bajas concentraciones, la viabilidad
de estas formas encontradas y evitar la confusion con otros
organismos, ha dado origen al uso de las técnicas de: Sondas
genéticas y la amplificacién Polimerase Chain Reaction (PCR) o
reaccion en cadena de la polimerasa.

SONDA GENETICA

Esta técnica es definida como un fragmento de 4cido nucleico
con una secuencia conocida, tipificada y caracterizada como propia
del agente infeccioso determinado. Dichas sondas pueden ser de dos
tipos: Sondas radiomarcadas y sondas no radiomarcadas. Las
primeras, son localizadas por autorradiografia, luego de
desnaturalizadas e hibridizadas a un soporte sélido con el 4cido
nucleico blanco. Las segundas, utilizan haptenos para el marcaje, los
cuales originan productos coloreados anti-haptenos solubles e
insolubles al adicionar el sustrato especifico. Estudios preliminares
lograron producir un clon especifico de ADN de Giardia a partir de
muestras de heces, el cual es hoy aplicado para detectar este parasito
en aguas y en heces. La sensibilidad reportada para esta sonda fue de
un nanogramo (ng) de ADN en suspensiones sembradas
(Abbaszadegan et al. 1991).

Abbaszadegan et al. (1991) aplicaron la técnica de sondas
genéticas para la deteccion de quistes de Giardia en muestras de
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agua (Tabla 4) obteniendo alta sensibilidad y especificidad para la
deteccidn de quistes de Giardia (1-5 quistes por litro).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Es la amplificacion de fragmentos de acidos nucleicos usando
un oligonucleico iniciador de secuencia definida que se une a la
region blanco a ser amplificada (Mullis 1990, Bej ef al. 1991)
(Tabla 4). Al igual que la técnica anterior, ésta mostré alta
sensibilidad (10 a 10® ooquistes por cada 100 litros) y especificidad
al ampliar un gen de Giardia, lo que permite diferenciarla de otros
microorganismos (Mahbubani ez al. 1991, Paszko-Kolva et al. 1996,
Mahbubani ez al. 1998, Chung et al. 1998). Se distinguen quistes
vivos de muertos al usar ARN amplificado y luego detectindolo
espectrofotometricamente a A (260 nm) o sobre geles (Mahbubani ez
al. 1991). Actualmente se ha empleado la reaccion en cadena de la
polimerasa junto a la concentracion con anticuerpos marcados con
magnetitas, aumentando la sensibilidad en la deteccion de los
ooquistes de Cryptosporidium (Griffin v Rose 1996) (Tabla 4). Una
comparacion de la PCR con microscopia de fluorescencia y ELISA
(Enzime linked immunosorbent assay) o ensayo de inmunoabsorcion
de enzima ligada realizada por Chung et al. (1998), demostraron que
la misma detecta un 84 % de ooquistes de Cryprosporidium con
respecto a la inmunofluorescencia indirecta o ELISA resultando ser
muy eficiente para la deteccion del parasito ain en aguas negras no
tratadas. Una modificacion que se ha venido trabajando es el
aislamiento del ARN mensajero que junto al uso de una transcriptasa
reversa han mejorado notablemente la deteccién de ooquistes de
Cryptosporidium y quistes de Giardia desde el agua durante un brote
diarreico y en muestras de agua obtenidas de diferentes ambientes
(Moses et al. 1997, Rochelle et al. 19973, Kaucner y Stinear 1998).

Sluter et al. (1997) y Rochelle et al. (1997b) establecieron que
se consigue un mejor rendimiento en la identificacion y recuperacion
de quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium en muestras
de agua, al aplicar tres ciclos de amplificacién por PCR evitando asi
la interferencia que pueda ocasionar la presencia de otras particulas
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contenidas en las aguas superficiales tales como arcilla, metales,
algas etc., una vez que son analizadas las muestras.

TECNICAS PARA DETERMINAR VIABILIDAD DE GJIARDIA
Y CRYPTOSPORIDIUM EN EL AMBIENTE

Conocer la viabilidad de los quistes u ooquistes en el ambiente
es de suma importancia tomando en cuenta la baja dosis infectiva que
presentan estos parasitos (entre 10 y 100 quistes u ooquistes) (Meyer -
y Jarroll 1980, Campbell er al. 1992). Las técnicas empleadas para
tal fin se basan en modelos de exquistacion en vivo y en vitro (Wallis
1993). El método en vitro consiste en un paso de incubacién en una
solucién peptonada-protesa (0.5%) preparada en buffer fosfato salino
(pH 7.00), durante 45 min. Los quistes intactos, vacios y los
trofozoitos parcialmente exquistados son cuantificados (Jarroll ez al.
1981, Isaac-Renton et al1992, Sauch et al. 1991, Labatiuk et
al. 1992, Wallis 1993). Los ooquistes de Cryptosporidium también
han sido exquistados en vitro (Labatiuk et al. 1992), éstos son
incubados en una solucién Bilis en medio esencial de Hank y
carbonato de hidrogeno con los ooquistes purificados (Campbell et
al. 1992, Robertson et al. 1992). El método en vivo se realiza con
gerbils, para esto la suspension de quistes u ooquistes es inoculada
en estos animales; las heces y el intestino son analizados para
determinar la presencia de trofozoitos o esporozoitos (Isaac-Renton
et al. 1992, Isaac-Renton et al. 1993). Ambos métodos son efectivos
para la exquistacion, pero implican dificultad metodoldgica, por lo
que el uso de Propidio de Iodo (PI) 6 4,6-Diamidino-2 fenil indol
(DAPI) han venido sustituyendo las técnicas de exquistacion, ya que
demuestran viabilidad en la misma proporcion que los modelos
anteriores (Sauch et al. 1991, Labatiuk et al. 1991, Campbell et al.
1992, Robertson et al. 1992, Campbell y Smith 1996). Estos
reactivos son incubados con la suspension de quistes u ooquistes y
luego observados en microscopio de epifluorescencia (Sauch et al.
1991, Campbell et al. 1992, Robertson et al. 1992). Dowd vy Pillai
(1997) encontraron buenos resultados al emplear PI (propidio de
iodo) con la inmunofluorescencia indirecta para detectar y determinar
la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium y quistes de
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Giardia recuperados de muestras ambientales. Los modelos de
exquistacion también son utilizados para cultivar quistes u ooquistes
y realizar pruebas moleculares que certifiquen la presencia del
parasito en el ambiente. Isaac-Renton et al. (1993), estandarizaron
un método de cultivo de Giardia mediante el cual se realizaron
estudios epidemioldgicos en brotes transmitidos por agua. En
términos generales los quistes de Giardia aislados del ambiente son
inoculados en gerbils, dos semanas después son estudiadas las heces
y los intestinos de estos animales. Los trofozoitos encontrados son
cultivados en un medio especifico a 37 °C y observados en
microscopia de inversion. Posteriormente, los trofozoitos aislados
son preservados y sometidos a diferentes analisis moleculares (Isaac-
Renton ef al. 1992, Isaac-Renton et al. 1993).

Estos estudios demostraron que el método de exquistacion en
vivo es superior al mismo método in vitro, encontrando muy bajas
concentraciones de quistes en el ambiente (Isaac-Renton ef al. 1992,
Isaac-Renton et al1993). Los ooquistes de Cryptosporidium se
inocularon en monocapas celulares sobre portaobjetos, se extrae el
RNAm (RNA mensajero) del patogeno para la proteina de choque
térmico 70 hsp (proteina chaperonina) y se amplifica por PCR
después de aplicar una transcriptasa reversa. Los concentrados
ambientales de Cryptosporidium fueron inoculados sobre los cultivos
y los estados de infectividad fueron detectados con anticuerpos
fluorescentes contra las proteinas 70 hsp. Esta metodologia fue
. efectiva para probar la deteccion e infectividad desde muestras
ambientales (65 a 100 litros) tanto para ooquistes de
Cryptosporidium como quistes de Giardia (Abbaszadegan et al.
1997, Rochelle et al. 1997a).

CONCLUSION

Las técnicas aqui recopiladas son las de mayor uso para la
recuperacion e identificacion de quistes de Giardia y ooquistes de
Cryptosporidium en suministros de agua, aguas residuales y otras
fuentes de agua. Los estudios dirigen la atencién sobre los métodos
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A

TABLA 3. Tinciones y sus reactivos.

TINCION COLORANTE = DECOLORANTE CONTRASTE
Zielh Neelsen Fuchsina- Alcohol Azul de
Fenilada clorhidrico Metileno
Fenol - AuraminaO  Auramina O Alcohol Permanganato
clorhidrico de Potasio
Safranina Azul de Metileno - Safranina O

Wright-Giemsa. Giemsa-Wright - -

TABLA 4. Comparacién de las metodologias de PCR y sondas

genéticas.
CARACTE- PCR' SONDAS GENETICAS
RISTICAS
Pasos Técnicos e Degnaturalizacion o Extraccién del ADNy ARN.
térmica. e Colocar la muestra sobre la
s “Annealingg” de los membrana (“Inmuncblooting™).
acidos nucleicos iniciadores o Cocido “bake”.
al ADN blanco. e Prehibridizacion.
o Sintesis del ADN e Hibridizacién con sonda P*.
usando la TAP ADN e Autorradiografia.
polimerasa.
Ventajas o Alta sensibilidad y s Altasensibilidad y
especificidad. especificidad.
+ Distingue quistes vivos
de muertos.
Desventajas e Alto costo * Alio costo metodolégico.
metodolégico. o No distingue quistes vivos de
IMUertos.
e No detecta ADN crudo o
soluble.
Eficiencia Alta. Alta,
Referencia  Mahbabuni ef al. 1991 Abbaszadegan et al. 1991

! Reaccién en cadena de la Polimerasa o polimerase chain reaction.
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que ofrezcan mayor sensibilidad, como los que manejan ADN, de los
cuales la reaccion en cadena de la polimerasa es la mas sensible. Sin
embargo, el uso de anticuerpos marcados con magnetita se ha
convertido en una buena opcion para detectar quistes de Giardia y
ooquistes de Cryptosporidium desde muestras de aguas negras o de
rios de gran turbidez. No obstante, los métodos de filtracién junto a
la inmunofluorescencia constituyen los mas comunes a pesar de las
pérdidas econdmicas que arrojan.

Los paises subdesarrollados aun tienen la desventaja de no
poder acceder a los métodos més sensibles, debido la inversion que
estos representan, por lo que actualmente se estdn investigando
técnicas alternativas menos costosas.
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