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@ Resumen:

Método y kit para la selecciéon de formas de resisten-
cia viables de parasitos enteropatdgenos.

Consiste en el desarrollo de un método y kit para
la aplicacién del mismo, que permite la seleccién
de quistes viables de protozoos y pardsitos entero-
patdégenos a partir de muestras bioldgicas comple-
Jas, como muestras fecales, agua, lodos, fertilizantes
orgdnicos, tierra, alimentos o cualquier otra mues-
tra que pueda contener quistes de dichos parasitos
enteropatégenos. El método consiste en la sepa-
racién de los componentes de la muestra en funcién
de su densidad relativa en un gradiente de densidad
hiperosmético, compuesto por una sal disuelta en un
tampén. La centrifugaciéon de la muestra permite
la migracién de las particulas a través del gradiente,
separandose sus componentes en funcién de su densi-
dad relativa en dicho gradiente. Los organismos via-
bles forman una banda que puede ser extraida para
su caracterizacién o diagnéstico.
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DESCRIPCION

Método y kit para la seleccién de formas de resistencia viables de parasitos enteropatégenos.
Objeto de la invencién

Consiste en el desarrollo de un método y kit para la aplicacién del mismo, que permite la seleccién de
quistes viables de protozoos y parasitos enteropatégenos a partir de muestras biolégicas complejas, como
muestras fecales, agua, lodos, fertilizantes organicos, tierra, alimentos o cualquier otra muestra que pueda
contener quistes de dichos parasitos enteropatégenos. Este método permite evaluar de forma répida y
sencilla el riesgo que conlleva la utilizaciéon o manipulacién de material potencialmente contaminado.

Antecedentes

La criptosporidiosis es una diarrea aguda, acuosa y explosiva, comparada en ocasiones a la colérica,
provocada por especies del género Cryptosporidium, un protozoo perteneciente al Phylum Apicomplexa
que afecta a vertebrados. Entendemos por “Cryptosporidium” a un género de protozoo coccidio parasito,
que es enteropatogeno con un desarrollo autolimitante en individuos inmunocompetentes, pudiendo de-
sencadenar diarreas persistentes en inmunocomprometidos, siendo potencialmente fatal. Los ooquistes
son la fase infectiva del pardsito, responsable de la transmisién de la enfermedad. Esféricos o ligeramente
ovoides, presentan un didmetro que oscila entre las 4 y las 8 micras de didmetro, segin especies. La
infecciéon se transmite mediante la ingestion de ooquistes, vehiculizados en ocasiones por agua o alimen-
tos contaminados, o mediante contacto con hospedadores infectados. La principal especie responsable
de la infeccién en mamiferos (incluido el ser humano) es Cryptosporidium parvum. De ciclo directo o
monoxeno, posee algunas caracteristicas que le convierten en una seria amenaza de salud publica: 1.- su
manifiesta inespecificidad por el hospedador, que convierte a la mayoria de los mamiferos en potenciales
reservorios de la enfermedad; 2.- su extrema resistencia a los desinfectantes, que le permite sobrevivir al
proceso de potabilizaciéon mediante desinfeccién quimica o cloraciéon del agua; y 3.- su pequeno tamano
(4 micras de didmetro), que facilita su diseminacién en el medio ambiente (especialmente vehiculizado
mediante el agua), imposibilita su eliminacién mediante filtracién convencional, y dificulta su deteccién
en mezclas biolégicas complejas.

En adicién, su baja dosis infectiva en humanos (DI5o = 132 ooquistes; DuPont et al. 1995. The infec-
tivity of Cryptosporidium parvum in healthy volunteers. New England Journal of Medicine 332:855-859.)
facilita la apariciéon de brotes epidémicos asociados al consumo de agua potable o alimentos contamina-
dos. El mayor brote asociado a consumo de agua potable contaminada tuvo lugar en Milwaukee en 1993,
donde se estima que 403,000 personas fueron afectadas (MacKenzie et al. 1994. A massive outbreak in
Milwaukee of Cryptosporidium infection transmitted through the public water supply. The New England
Journal of Medicine 331: 161-167; MacKenzie et al. 1994. Massive outbreak of water-borne Cryptospori-
dium infection in Milwaukee, Wisconsin: recurrence of illness and risk of secondary transmission. Clinical
Infectious Diseases 21:57-62).

Las técnicas actualmente utilizadas para la deteccién de ooquistes de Cryptosporidium spp. en agua
potable son complejas y caras. La técnica mas aceptada incluye una filtracién usando filtros capaces de
retener particulas de didmetro superior a 1 micra, seguido de la recuperaciéon del material retenido, y la
concentracion de los ooquistes gracias a la accién de particulas magnéticas recubiertas de un anticuerpo
monoclonal frente al ooquiste (US Environmental Protection Agency, Método 1623: Cryptosporidium
and Giardia in Water by Filtration/IMS/FA; UK The Water Supply (Water Quality) (Amendment) Re-
gulations 1999 SI n° 1524: Cryptosporidium in water supplies.). Entre los principales inconvenientes de
esta técnica estd la variable eficacia en la recuperaciéon de ooquistes, dependiente de la experiencia del
operador, e influenciada por la turbidez de la muestra. Las muestras con elevada turbidez no pueden ser
procesadas de este modo, y por extension, la técnica no es de aplicacién para aguas residuales o cualquier
otro medio con elevado niimero de particulas en suspensién. Otra de las principales limitaciones de esta
técnica es que no permite determinar si los ooquistes detectados son viables (y en consecuencia poten-
cialmente peligrosos para la salud publica) o inocuos. La deteccién de ooquistes en muestras que son
por su naturaleza susceptibles de contener contaminacién por este pardsito, como aguas residuales (aguas
fecales de origen animal o humano), abonos orgdnicos (estiércol), o cualquier otro material que pueda
haber entrado en contacto con estos (industria agroalimentaria), no permite discernir si son realmente
peligrosos para la salud publica o por el contrario son aptas para su uso.

La evaluacién de la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium se realiza fundamentalmente utili-
zando como criterios la inclusién/exclusién de colorantes vitales y el desenquistamiento in vitro (Campbell
AT, Robertson LJ and Smith HV. 1992. Viability of Cryptosporidium parvum oocysts: correlation of
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in vitro excystation with inclusion or exclusion of fluorogenic vital dyes. Appl. Environ. Microbiol.
58: 3488-3493), asi como la infectividad en animales de experimentacién o cultivos in vitro. Si bien es
reconocido que los criterios basados en la infectividad son mas fiables, su estandarizacién y uso como
técnica de rutina resultan dificiles debido a su elevados requerimientos técnicos y su elevado coste. Por
otra parte, las técnicas basadas en la inclusién/exclusién de colorantes vitales, asi como las basadas en
el desenquistamiento in vitro del ooquiste, son extremadamente laboriosas y no permiten seleccionar o
separar los ooquistes viables de los no viables. Ademds, requieren de técnicas complementarias de fil-
tracién/purificacién que faciliten la observacién del ooquiste aislado, y necesitan de personal altamente
especializado para su realizacién e interpretacién de los resultados obtenidos.

Explicaciéon de la invencion

El método permite la seleccién de los ooquistes viables de Cryptosporidium spp. presentes en una
muestra gracias a su aplicaciéon a un gradiente de densidad formado con una solucién con densidades
comprendidas entre 1.00 y 1.40 g/ml. El gradiente puede configurarse lineal (gradiente continuo) o dis-
continuo. El método se basa en la flotacién del ooquiste viable de Cryptosporidium en una solucién
hiperténica. Es igualmente aplicable a la purificacién de microorganismos capaces de mantener una
densidad constante en soluciones hipertdnicas. La suspensién compleja a fraccionar (preferiblemente sus-
pensiones fecales, sedimentos o filtrados procedente de agua de cualquier tipo, sedimentos de muestras
bioldgicas, homogenados de tejidos bioldgicos, alimentos, etc.), se aplica a un gradiente de una solucién
con densidades comprendidas entre 1.00 y 1.40 g/ml. El gradiente es sometido a una fuerza de cen-
trifugacién capaz de desplazar las particulas a través del gradiente, obteniéndose el fraccionamiento de
las particulas en funcién de su densidad aparente en un medio hiperosmético. Preferiblemente deben
aplicarse fuerzas de centrifugaciéon que oscilan entre las 1,000 x g y 100,000 x g, y tiempos superiores a
los 15 minutos.

La banda donde se localizan los ooquistes viables de Cryptosporidium puede ser retirada y lavada
mediante diluciones sucesivas en el tampén deseado. La suspensién de particulas asi obtenida puede ser
analizada para la identificacion de los mismos, empleando técnicas basadas en la visualizacién de estruc-
turas quisticas, proteinas o dcidos nucleicos (ADN o ARN) caracteristicas del enteropatégeno. La figura
1 muestra un diagrama esquemaético del proceso.

Descripcion de la invencién

La presente invencién se dirige a su aplicacién para la seleccidon de formas quisticas viables de Cryp-
tosporidium, su utilizacién como técnica de evaluacién de viabilidad, asi como para su aplicacién como
parte de un kit de diagndstico. Asimismo es aplicable a cualquier microorganismo capaz de mantener
una densidad constante en las condiciones de osmolaridad del gradiente.

La muestra a analizar (cualquier suspensién que pueda contener ooquistes viables o no de Cryptospo-
ridium, o cualquier suspensién obtenida de material particulado por disgregacién o lavado de la misma)
es aplicada a un gradiente de densidad formado por la disolucién de una sal en agua o una disolucién
tamponada formada mayoritariamente por agua. La solucién tamponada se suministra en polvo (sobres
monodosis A, conteniendo un tampén TRIS-EDTA), y ha de ser reconstituida mediante la adicién del
volumen de agua destilada (obtenida por destilacién u dsmosis inversa, libre de enteropatdégenos) indicado
en las instrucciones. Esta solucién A debe usarse para reconstituir las dos soluciones de sal (soluciones
B y C), suministradas en sendos sobres monodosis (conteniendo las cantidades necesarias de bromuro
potésico en polvo). El kit estd compuesto por tanto por sobres monodosis de tres (i}gos, A, ByC, asi
como por tubos de centrifuga de plastico transparente (preferiblemente tipo Sterilin® , preferiblemente
de 25 ml de capacidad), y pipetas (preferiblemente de pldstico y de 10 ml de capacidad).

El gradiente se construye siguiendo las instrucciones suministradas, y se aplica la suspensién problema
en la parte superior. A continuacién se procede al fraccionamiento de la muestra mediante centrifugacion,
segun las condiciones que el operador ha de establecer en base a la centrifuga disponible y los requerimien-
tos especificados en las instrucciones. Se utilizan para ello rotores fijos o de balanceo (segin especificado
en las instrucciones), debiéndose aplicar una fuerza gravitacional suficiente para el desplazamiento de la
muestra a través del gradiente, consiguiendo de esta forma el fraccionamiento de la muestra en funcién
de su densidad aparente en un medio hiperosmético. El principio fisico que conduce este proceso esté
basado en el desplazamiento de una particula en el seno de un fluido en funcién de la fuerza gravitacional.
La velocidad de sedimentacién o velocidad de desplazamiento de la particula en el seno del gradiente es
proporcional a la fuerza de centrifugacion aplicada, segtin la siguiente relacién:
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_ d? (pp - p1)
18n

donde,
V = velocidad de sedimentacion
d = didmetro de la particula
pp = densidad de la particula
p1 = densidad del fluido
7 = viscosidad del medio
g = fuerza gravitacional (fuerza de centrifugacién)

Segun éste principio, los quistes del organismo a concentrar migraran en el seno del gradiente hasta
que la densidad del quiste se iguale con la del fluido, en el caso de gradientes continuos, o hasta que
alcance en su migracién una solucién de densidad superior a la de la particula, en el caso de gradientes
discontinuos.

La capacidad de separar ooquistes de Cryptosporidium en base a su viabilidad se basa en que el gra-
diente es hiperténico o hiperosmoético. Sélo las particulas capaces de mantener una densidad constante
en un medio hiperosmético podran flotar homogéneamente a una determinada densidad. Los quistes
viables de Cryptosporidium presentan esta capacidad, dada la extrema impermeabilidad de la pared del
ooquiste. Los ooquistes separados segun esta técnica son aquellos cuya extrema impermeabilidad de la
pared impide el intercambio de agua a través de ella, por lo que mantienen una densidad homogénea en
un medio hiperosmético. Otros elementos particulados presentes en muestras biolégicas complejas (como
ooquistes inviables de Cryptosporidium, otros quistes de protozoos, levaduras o bacterias) no poseen salvo
excepciones esta cualidad, dado que sus paredes son semipermeables y en un medio hiperténico tienden
a perder agua del contenido plasmatico. De esta manera, se modifica progresivamente su densidad al
empobrecerse su contenido en agua, separandose en el gradiente hacia zonas de densidad superiores o
inferiores. En otras palabras, el gradiente separa particulas en funcién de su densidad, acrecentando las
diferencias en densidad de las particulas biolégicas presentes en la muestra, siendo por extension el método
igualmente aplicable a cualquier particula capaz de mantener su densidad en un medio hiperténico.

Tras la obtencién de la banda donde se concentran los ooquistes viables de Cryptosporidium, para
lo cual se utiliza una pipeta o una jeringa, la suspensién obtenida ha de ser diluida con 3 volimenes de
agua destilada, y lavada dos veces mediante centrifugacion. Los quistes presentes en la suspensiéon pueden
ahora ser facilmente caracterizados utilizando técnicas de tincién, inmunomarcaje e inmunofluorescencia
a microscopia Optica, mediante ELISA o PCR.

Utilizando esta técnica, aplicando el sedimento obtenido de heces de terneros previamente filtradas,
obtenemos resultados comprendidos entre el 60 y el 95% de recuperacién de ooquistes. La variabilidad
estd determinada por la viabilidad de los ooquistes presentes en la muestra, determinada mediante la
inclusién/exclusién de colorantes vitales (yoduro de propidio y DAPI segtin Campbell AT, Robertson LJ
and Smith HV. 1992. Viability of Cryptosporidium parvum oocysts: correlation of in vitro excystation
with inclusion or exclusion of fluorogenic vital dyes. Appl. Environ. Microbiol. 58: 3488-3493). Cuando
se emplearon soluciones acuosas donde anadimos una cantidad conocida de ooquistes de C. parvum, pre-
viamente purificados utilizando este gradiente, se obtienen porcentajes de recuperacién cercanos al 100 %.
Los ooquistes recuperados utilizando esta técnica son viables en un 100 % = 0.0, utilizando como criterio
la inclusién/exclusién de colorantes vitales, el desenquistamiento in vitro, y la infectividad en cultivo in
vitro sobre células MDCK.

Este proceso presenta ventajas significativas frente a los actualmente utilizados para la determinacion
de viabilidad de ooquistes de Cryptosporidium spp., entre las que destacamos:

a.- Permite la concentracién y purificacién de ooquistes de Cryptosporidium simultdneamente a la
seleccion de los ooquistes viables, a partir de suspensiones complejas de cualquier grado de turbidez
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o viscosidad, sin necesidad de concentraciones, purificaciones, tincién o analisis microscépico para
determinar su viabilidad.

b.- Permite evitar el tratamiento con reactivos que pueden alterar las propiedades biolégicas del ma-
terial a purificar, como el desengrasamiento mediante extraccion con éter o acetato de etilo, o la
axenizaciéon mediante lavado con soluciones de hipoclorito sédico. Dichos tratamientos interfieren
con la correcta identificacién del enteropatégeno mediante técnicas inmunoldgicas o de biologia
molecular, por lo que el procedimiento proporciona ooquistes en condiciones éptimas para su iden-
tificacién.

c.- Reduce enormemente el coste de la concentracién/purificacién mediante el uso de filtros y la puri-
ficacion de los ooquistes utilizando la separacién con particulas magnéticas u otros gradientes

d.- Facilita la valoracion del riesgo asociado a la utilizacién del posible material contaminado, ya
que determina la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium. Este proceso no requiere de
la correcta aplicacién e interpretacién de complejas técnicas de inclusién/exclusién de colorantes
vitales, desenquistamiento o infectividad in wvitro o in vivo. Los ooquistes de Cryptosporidium
concentrados con este procedimiento son viables, y en consecuencia potencialmente daninos para la
salud. El procedimiento es mas barato y en consecuencia aplicable como técnica de rutina, y puede
ser llevado a cabo por laboratorios sin un elevado grado de especializacién y entrenamiento.

Manera de realizar la invencién

La muestra a analizar ha de encontrarse en suspension. Si se trata de alimentos, animales o partes de
ellos, los quistes del enteropatégeno han de ser llevados a suspensién acuosa mediante desintegracién o
lavado. En el caso de sedimentos obtenidos de cualquier tipo de agua o liquido mediante cualquier pro-
ceso, se continua el protocolo a partir de este punto, dado que los quistes ya se encuentran en suspension.

La suspensiéon problema ha de ser filtrada a través de un filtro de 0.5-1 mm de luz de malla. A
continuacién se sedimenta mediante centrifugacién y se lava con solucién A (previamente reconstituida
mediante la adicién en un matraz del contenido del sobre A y agua destilada c.s.p. 500 ml) a 4°C.
Las soluciones B y C son reconstituidas (afiadir 50 ml de solucién A al contenido de los sobres B y C)
y enfriadas a la misma temperatura antes de construir el gradiente en tubos de centrifuga de pléastico
transparente (preferiblemente tipo Sterilin® | preferiblemente de 25 ml de capacidad). Utilizando una
pipeta de 10 ml suministrada como parte del kit, anadir 10 ml de solucién C al tubo de centrifuga, y
sobre esta, colocar 10 ml de solucién B lentamente, sin agitar la interfase formada. A continuacién,
aplicar la muestra (unos 5 ml de suspensién) sin agitar el gradiente y someter a centrifugacién segin las
instrucciones. A modo de ejemplo, puede utilizarse una centrifuga de sobremesa, adaptada con rotores
basculantes, capaz de alcanzar 4,000 r.p.m. Los tubos se centrifugan a esta velocidad durante una hora,
teniendo la precaucion de seleccionar la velocidad de frenado menor posible.

Se retiran a continuacién 3 ml de la interfase formada entre las soluciones B y C, diluyéndose hasta
10 ml con agua destilada. La suspensién es lavada 2 veces mediante centrifugacién (4,000 r.p.m., 15
min), y resuspendida en 100 pl de agua destilada. En este punto, la muestra ha de ser analizada para
la deteccién de los ooquistes, pudiéndose utilizar microscopia Gptica (siguiendo técnicas de observacién
directa, tinciones, microscopia de inmunofluorescencia u otras), técnicas inmunolégicas (ELISA u otras)
o técnicas de biologia molecular (PCR u otras).

Explicacién de las figuras
Figura 1: Gradiente continuo.
Figura 2: Gradiente discontinuo de dos soluciones.

En cada figura, el diagrama de la izquierda representa el gradiente antes de ser centrifugado, y el de
la derecha el gradiente tras el fraccionamiento.

M: Muestra aplicada.
I: Fraccién de la muestra con densidad aparente superior al enteropatégeno viable.
II: Formas de resistencia del enteropatégeno viable purificado.

III: Sedimento formado por las particulas de densidad superior al enteropatégeno viable.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la seleccién de formas de resistencia viables de parasitos enteropatégenos caracteri-
zado por:

a)

b)

e)

llevar a suspensién acuosa los organismos a detectar potencialmente presentes en la muestra, me-
diante lavado o desfragmentacion del material,

concentrar el volumen inicial de muestra en suspension mediante filtrado o centrifugaciéon para
formar una suspensién concentrada;

separar selectivamente los organismos mediante la aplicacidn de la suspensién a un gradiente salino
hiperosmotico formado por una sal disuelta en un tampoén; gradiente salino de densidad comprendida
entre 1.0 y 1.4 g/ml que permite la migracién de los organismos para formar al menos una banda

aplicar una fuerza gravitacional suficiente para hacer migrar los componentes de la suspension a
través del gradiente de densidad, hasta equilibrar la densidad de la particula en medio hiperténico
con la del gradiente de densidad,

separar la banda de las que no contienen los organismos y determinar la presencia de estos mediante
técnicas de diagnéstico.

2. Método para la seleccién de formas de resistencia viables de parasitos enteropatégenos segun rei-
vindicacion primera caracterizado porque el gradiente salino se forma con cloruro de cesio.

3. Método para la seleccion de formas de resistencia viables de parasitos enteropatdgenos segin rei-
vindicacién primera caracterizado porque el gradiente salino se forma con bromuro potéasico.

4. Método para la seleccién de formas de resistencia viables de parasitos enteropatogenos segun reivin-
dicacién primera caracterizado porque los organismos a detectar pueden ser cualquier forma bioldgica
microscépica osmdéticamente inerte, capaz de mantener una densidad inferior a 1.4 g/ml en un medio
hiperténico por un periodo superior a 10 minutos.

5. Kit para deteccién de formas de resistencia viables de parasitos enteropatégenos segin el método
descrito en las reivindicaciones anteriores y que estd compuesto por tres sobres monodosis llamados A,
B y C, tubos de centrifuga transparentes, pipetas e instrucciones para su uso. Los sobres monodosis
contienen:

- Sobre A: Tampé6n Tris-EDTA en polvo

- Sobre B: Bromuro potasico en polvo

- Sobre C: Bromuro potésico en polvo
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