DIAGNOSTICO DE CRYPTOSPORIDIUM

El objetivo de esta comunicacion es mostrar algunos
aspectos del diagndstico histolégico y co-
proparasitoscopico de Cryptosporidium, ya que este
coccidio extracelular intestinal, estd considerado
actualmente como uno de los principales parasitos
causantes de diarrea, cuya importancia ha sido
reconocida sdlo recientemente. Primero se le asocio
con la etiologia de la diarrea en Dbovinos,
informandose del primer caso en 1971 (13); en
hallazgos posteriores se confirmé su relevancia en la
causalidad de la diarrea de bovinos (14) y otros
animales (16, 17, 18). En humanos la asociacion se
hizo inicialmente en pacientes con problemas de
inmunodeficiencia (3, 4, 7, 8, 10, 11, 12, 19) y luego
en individuos inmunoldégicamente normales, en los
que se ha encontrado una prevalencia que oscila
entre el 5y el 10 por ciento (2, 6, 9).

El cuadro clinico inducido por Cryptosporidium,
presenta un periodo de incubacion de 4 a 14 dias y
sintomas como anorexia, nauseas, vomitos, fiebre
moderada y diarrea acuosa. La diarrea es
autolimitada con wuna evolucion de una a dos
semanas; sin  embargo, en los pacientes
inmunodeficientes, el cuadro tiende a la cronicidad (4,
6, 11, 15).

El parasito realiza su ciclo vital adosado al borde en
cepillo del epitelio intestinal; que incluye un ciclo de
divisiébn esquizogbnica y otro gametogodnico, para
formar finalmente ooquistes que se desprenden y
salen en las heces. En el esquema de la Figura 1 se
muestra el posible ciclo de este coccidio, junto con la
imagen de un intestino parasitado, para
mostrar como los diferentes estadios se
encuentran  adosados a los  enterocitos
anidados entre las microvellosidades. Estas for-
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FIG. 1: Posible ciclo de vida de Cryptosporidium: ooquistes (00q),
esporozoitos (esp.), trofozoitos (trof.), esquizontes (esq.) de primera y
segunda generaciéon con merozoitos en su inferior), macrogametos
(mac.) y microgametos (mic.)
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FIG. 1: Posible ciclo de vida del Cryptosporidium: ooquistes
(ooq), esporozoitos (esp.), trofozoitos (trof.), esquizontes
(esq.) de primera y segunda generacién con merozoitos en
su interior), macrogametos (mac.) y microgametos (mic.).

FIG. 2: Microfotografias de frotis fecales que muestran
multiples ooquistes a) Técnica de Giemsa 200X b)Técnica
de fucsina basica 1000X).
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mas son detectables al microscopio de luz, en cortes
histolégicos tefiidos con hematoxilina eosina, en
donde aparecen como corpUsculos esferoides,
eosinofilicos, de 3 a 5 um de diametro. Sin embargo,
el diagnéstico mas simple y practico desde el punto
de vista clinico suele hacerse mediante Ia
identificacion de los ooquistes en frotis de heces,
tefiidos con Giemsa (2), Ziehl Nielssen (5) o safranina
(1) entre otros colorantes. De esta manera, el
diagnostico de Cryptosporidium, puede hacerse
facilmente, pudiendo incorporarse a la rutina de los
analisis coproparasitoscépicos.

Para la observacién de los ooquistes se hacen frotis
delgados de heces en portaobjetos y se dejan secar
al aire, luego se fijan con metanol absoluto durante
tres minutos y de nuevo se dejan secar al aire. Estas
preparaciones pueden tefirse con Giemsa o fucsina
basica entre otros colorantes. En el primer caso, el
colorante se diluye 1:10 con solucién amortiguadora
de fosfatos y con este colorante se cubre la laminilla
durante 30 minutos, se lava con agua del tubo, se
escurre y se deja secar al aire. Para la tincién con
fucsina basica, ésta se usa diluida al 1 por ciento y se
deja en contacto con la laminilla durante 20 a 30
segundos, se lava, escurre y deja secar al aire.

En ambos casos las laminillas deben observarse bajo
el objetivo de inmersion y los ooquistes se veran
como corpusculos esferoides de 3 a 5 um de
didmetro, que en algunas ocasiones no toman el
colorante, apareciendo como cuerpos claros, que dan
la impresion de tratarse de agujeros, contrastados
contra un fondo coloreado de violeta o purpura, segun
el colorante que se haya utilizado. En los ooquistes
tefiidos, puede observarse los cuatro esporozoitos,
que aparecen como estructuras mas coloreadas en
las que es posible apreciar el nucleo. En la Figura 2
se muestran algunas preparaciones fecales tefiidas
con los colorantes mencionados; como puede
apreciarse en las muestras que presentan gran
cantidad de ooquistes, el diagnostico puede hacerse
facilmente y en corto tiempo; ademas, una vez que el
analista se familiariza con el parasito, puede hacer el
diagnostico al microscopio empleando el objetivo de
40X.

Creemos que es necesario aumentar la investigacion
en esta parasitosis en Costa Rica, cuyo diagnéstico
deberia hacerse rutinariamente en los casos de
diarrea, especialmente en nifios, por lo que hacemos
un llamado en tal sentido.
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Sefora

Dra. Jessie Orlich

Revista Costarricense de Ciencias Médicas
Centro de investigacion y Docencia
Hospital México

San José, Costa Rica

Estimada Doctora Orlich:

La lectura de la nota de los doctores Mora y Esquivel
publicada en el Vol. 7, No. 1, de la revista editada por
Ud., nos motiva a dar una respuesta por extenso, en
vista de la obvia insistencia de los susodichos
especialistas en utilizar una falacia de autoridad para
evitar una discusién de tondo. Creemos que es
importante esta respuesta porque la supuesta
motivacién de las intervenciones de los doctores
Mora y Esquivel fue “enmendar errores de concepto”,
pero pareciera que esta motivacion nace de una
crasa ignorancia de conceptos basicos de cinética en-
zimatica y del tratamiento estadistico de datos
experimentales.

Como profesores universitarios, Maria Espinosa y
Rigoberto Blanco, nos preocupa que argumentos
basados en conceptos elementales no sean
discutidos ni refutados con otros argumentos, sino
sencillamente ignorados y evadidos con frases
nebulosas; y o que es alin mas preocupante, es que
este tipo de actitudes provenga de personas que
deben ser el ejemplo para los profesionales en
formacion.

Aunque de antemano sabemos que es tiempo
perdido entrar en una discusiéon de fondo, es por
respeto a los lectores de la revista que nos
permitimos presentar la evidencia experimental que
sustenta la validez de la suposicion usada en nuestro
trabajo.

Los doctores Mora y Esquivel hacen la afirmacién de
que es “fundamental para poder demostrar las
bondades del calculo del error sisteméatico total” el si
la reaccién es de orden cero o de orden uno. Sin
embargo, ni es fundamental para la validez de
nuestras conclusiones este requisito ni la reaccion es,
como afirman los especialistas, de orden uno, como
demostramos a continuacion.

1) - La cinética de la reaccién catalizada por el
enzima GTP es del tipo Michaelis-Menten (1-5). Esto
significa, como lo sabe cualquier estudiante de
Bioquimica, que la velocidad inicial de la reaccion, v,
esta dada por:

v =Vmaxx (S) (E) / [Km + (S)] (1)
en donde Vmax es la velocidad maxima en con-
diciones de saturacidon de la enzima, (5) es la
concentracion de sustrato, (E) es la concentra-

cion de la enzima, y Km es la constante de Michaelis-
Menten. De aqui es obvio que el orden de reaccién
cero 0 uno con respecto al sustrato corresponde a
condiciones limites. Esto es, cuando la concentracion
de sustrato tiende a cero, la cinética es de orden uno
con respecto al sustrato:

si (S) entonces v Vmaxx (S) / Km (2)
Cuando la concentracion de sustrato tiende a valores
grandes entonces:

B)» Kmyv Vmax 3)
y la reaccion es de orden cero.

Entre estos dos limites, la reaccién no tiene un orden
definido, la reaccion no es de orden cero ni de orden
uno. Precisamente la cinética tipo Michaelis - Menten
es uno de los ejemplos escogidos por los textos para
ilustrar que el orden de una reaccion es un parametro
experimental cuyo valor depende de las condiciones
experimentales (6,7), y que tiene sentido solo en
cierto tipo de reacciones.

2) - Por otro lado, la enzima GTP es un enzima de
cuatro sustratos, siendo su comportamiento
Michaeliano con respecto a cada uno de ellos (1-5).
La reaccibn puede ser representada con el
mecanismo:

E+A X E+D (4)
E+B Y E+C (5)
en donde A=L-alanina, B=a-cetoglutarato, C = L-
glutarato, D = piruvato, E y E’ son distintas formas del
enzima (las formas piridoxal y piridoxamina,
respectivamente).

Los valores de las diferentes constantes han sido
reportados (3,5), y son los siguientes:

Sustrato Km/mM Vmax absoluta
umoles/minutos
A 34 145
B 1.1 121
C 15 125
D 0.9 139

3) - Con la informacién anterior se puede estimar el
error introducido cuando la cinética se simplifica
suponiendo orden cero u orden uno. Las condiciones
experimentales en las que se realiza la determinacion
de acuerdo con Reitmann y Frenkel son:
concentraciéon inicial de alanina igual a 167 mM,
concentracion inicial de a-cetoglutarato igual a 1,67
mM. Para la velocidad inicial las leyes cinéticas en las
condiciones experimentales serian:

V(A) = .028 x 167 / (22.6 + 167) x (E) = 2.47E-2 x (E) (6)

v(B) = .0325 x 1.67 / (.94 + 1.67) x (E) = 2.07 E-2 x (E) (7)
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Las velocidades iniciales suponiendo orden cero son:
v(A),0 =.028 v(B),0 =.0325
y los porcentajes de error son:
Yerror v(A) =13% % error v(B) = 57%
Las velocidades iniciales suponiendo orden uno son:
v(A),1 =0.207 v(B),1 =0.058
y los porcentajes de error son:
% error v(A) = 738% % error v(B) = 180%
Es obvio que la suposicién de pseudo orden cero
implica un error menor en el calculo de la velocidad
inicial.
Pero la estimacion del error puede hacerse también al
tiempo en que se detiene la reacciéon, o sea a los
treinta minutos. Para esto se puede utilizar la
expresion integrada.
-Km/Vma x In (CiCo) — 1/Vmax x (Ci-Co) = t/ (E) 9)
Que para los sustratos en cuestion se convierte en:
-22.6/.028 x In CA/167 - 1/.028 (Cia - 167) =30
-.94/.0325 x In CB/1.67 - 1/0.0325 (CB - 1.67) = 30
utilizandose una concentracién unitaria de enzima
con el fin de facilitar los calculos. Los valores de CA'y
CB pueden obtenerse por aproximaciones sucesivas
y los resultados son:
CA=116.75yCB = 1.46

Utilizando las expresiones integradas se obtienen los
siguientes resultados:

Ordencero CA,0 = 166.26

CB,0 =1.095
Orden uno CA,1=161.50
CB,1=0.72

De aqui se puede concluir que la aproximacion de
pseudo orden cero da resultados mas cercanos a los
de la expresion completa que la aproximaciéon de
pseudo primer orden, aunque con los dos se comete
cierto error.

4) - Nos parece curioso que los doctores consideren
la explicacion de la cinética dada en nuestra carta
anterior como “un analisis supuestamente cientifico,
aunque un tanto oscuro” ...“construido para probar su
acertijo”. Pero este es el modelo presentado
anteriormente, aceptado y probado para la reaccioén
de transaminacién por la alanina transferasa.
Conociendo la literatura como dicen conocerla, no
entendemos como no reconocieron informacion tan
conocida, que se encuentra en cualquier texto
moderno de Bioquimica (4,8,9).

De todas maneras, es obvio de las ecuaciones 4 y
5 que la reaccibn 4 es la determinante de
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la velocidad de reaccién, porque inicialmente la
enzima esta en su forma piridoxal, E, y la con-
centracion de la piridoxamina, forma E, es cero o
cercana a cero. Es importante notar, que en las
condiciones en las que se realiza la reaccioén, la
aproximacion de pseudo orden cero es capaz de
representar la velocidad con un error del 13%. 5) -
Este no es el lugar para discutir los detalles del
trabajo de Purdue y colaboradores (10), citado en
nuestro articulo como referencia 10, y vuelto a citar
en nuestra anterior respuesta. Pero dicho articulo es
crucial en la interpretacion de los resultados y por eso
llamamos la atencion hacia el mismo. En la pagina
1034, ecuaciones 11-a y 11-b, se demuestra que al
expresar el error en forma de error relativo, la
expresion obtenida es la misma, independientemente
de si la reaccion es de pseudo orden cero o pseudo
orden uno.
ecuacion 11-a, ref. 10 Co= 1/KoabxA A/At
ecuacion 11-b, ref. 10 Cl = 1/ab x
exp [—k1t1/(1-exp(-k1t1)]x AA
Nétese que ambas ecuaciones son de la forma:
C=KxAA

y en ambos casos el error relativo en la concentracion
estara dado por:

Ec/C = EA/AA

Para ponerlo en palabras de los autores “In other
words, the relative error in the measurement of the
absorbance interval is equal fo the relative
concentration error. An identical results follows for
pseudo-first-order reactions, and the conclusion
applies for both systematic and ramdon errors”.

Esto significa que la validez de las conclusiones
hubiera sido la misma si el analisis se hubiera
realizado suponiendo pseudo orden uno.

En la oportunidad de nuestra reuniéon con el Dr.
Esquivel insistimos en este punto, que posteriormente
no fue considerado ni ha sido considerado por los
criticos a pesar de que es un punto crucial en todo
este asunto.

6)- El objetivo del trabajo era determinar el error
sistematico  total del procedimiento seguido
normalmente en un laboratorio clinico. Esto no parece
haber sido comprendido por los distinguidos
enzimologos cuando hablan en su nota sobre si
construimos o no curvas de calibracion. Por supuesto
que si construimos curvas de calibracion. Si no,
¢cémo hubiéramos hecho el trabajo? Lo que si no
comprendemos es su  afirmacion de que utilizando

una curva de calibracion nos hubiéramos
evitado hacer suposiciones sobre el orden
de la reaccion. Después de la



discusién en los apartados anteriores sobre la

cinética de esta reaccion, debe ser obvio que una

simple curva de calibracidon no va a definir el orden de
la reaccion.

Nuestro objetivo no era evaluar la cinética de la

reaccion, sino estudiar el efecto que sobre una

medicion tiene cada uno de los pasos del
procedimiento seguido rutinariamente, utilizando pro-
cedimientos estadisticos bien establecidos.

7) - En conclusion, creemos que la evidencia

presentada permite asegurar que:

i. La reaccion no tiene un orden definido con
respecto al sustrato, éste solo esta definido en
condiciones experimentales extremas.

ii. La suposicion hecha es razonable dentro de las
condiciones experimentales en las que se realiza
la reaccion.

iii. La validez de las conclusiones del articulo en
cuestion no dependen de si el orden de la
reaccion es uno o cero. Esta suposicion no es
fundamental para la validez de las conclusiones.
Agradeciéndole de antemano la publicacién de
esta respuesta, quedan a sus érdenes.

Lic. Rigoberto Blanco Dra. Gerarda Rodriguez

Barnett Institute of Chemical Analysis and Material

Science Northeastern University.

Boston, MA 02115

U.S.A.

Lic. Mario Espinosa
Chapman College
Food and Nutrition Science
Orange, CA 92667
US.A

Dra. Flor Sandi
Laboratorio Clinico
Hospital San Rafael

Alajuela
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