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RESUMEN

Antecedentes: Cryptosporidium es un protozoo intestinal causante de la criptosporidiosis, una
parasitosis de distribucidn universal que puede tener un impacto severo en la salud de los pacientes

y cuya incidencia ha aumentado tanto en Espaia como en Europa en el ultimo afio.

Objetivos: Determinar la presencia de factores personales, ambientales y comunitarios de los
pacientes diagnosticados de criptosporidiosis en el contexto del brote, definir las caracteristicas

clinicas e identificar especies y genotipos implicados.

Métodos: Estudio descriptivo, observacional y transversal. Se incluyd a pacientes de los que se envid
al menos una muestra de heces al Hospital Clinico Universitario para estudio de parasitos durante el
brote de criptosporidiosis en el sector sanitario Zaragoza lll del afio 2023. Se realizé microscopia
Optica, inmunocromatografia y PCR de las muestras. Se analizaron variables demogréficas,
antecedentes personales, clinica en el contexto de brote, datos de laboratorio y climatoldgicos. Segin
la naturaleza y distribucién de las variables se usaron las pruebas t de Student, U de Mann Whitney
y Chi cuadrado. La concordancia entre técnicas se realizé mediante el coeficiente de concordancia
Kappa.

Resultados: Los grupos de edad mas afectados fueron menores de 5 y mayores de 85 afios. Hubo 27
pacientes convivientes con otro caso. El sintoma mas frecuente fue diarrea, seguido de dolor
abdominal, fiebre y vémitos. La concordancia de los resultados obtenidos con microscopia e
inmunocromatografia resultd casi perfecta y moderada entre microscopia dptica y PCR e
inmunocromatografia y PCR. El valor Ct resultd significativamente menor en los pacientes que
padecian vémitos. Durante los meses previos al brote la estacidn meteoroldgica de Tarazona registré

valores de precipitaciones y temperatura superiores a las normales de referencia.

Conclusiones: La identificacién de Cryptosporidium hominis sugiere una transmision antropondtica y
la presencia de multiples genotipos resalta la complejidad del brote y la necesidad de vigilancia
continuada. El genotipo predominante (familia If subtipo IfA12G1R) se trata de una variante
hipertransmisible anecdética en Espaia hasta la fecha. La deteccion de posibles falsos negativos
mediante PCR subraya la necesidad de combinar diferentes métodos para un diagndstico mas
preciso. El aumento de precipitaciones y temperatura podrian haber influido en la propagacién del

pardasito.

Palabras clave: Cryptosporidium, brote, epidemiologia, clinica, clima, IfA12G1R.



ABSTRACT

Background: Cryptosporidium is an intestinal protozoan parasite which causes cryptosporidiosis, a
universally distributed parasitic disease that can have a severe impact on patients' health and whose

incidence has increased both in Spain and Europe in the last year.

Objectives: To determine the presence of personal, environmental, and community factors in
patients diagnosed with cryptosporidiosis in the context of the outbreak, define clinical
characteristics and identify species and genotypes involved.

Methods: Descriptive, observational, and cross-sectional study. Patients from whom at least one
stool sample was sent to the University Clinical Hospital for parasite study during the criptosporidiosis
outbreak in the Zaragoza Il healthcare sector in 2023 were included. Optical microscopy,
immunochromatography, and PCR were performed on the samples. Demographic variables, past
medical history, clinical context of the outbreak, laboratory and climatological data were analyzed.
Student's t-test, Mann-Whitney U test, and Chi-square test were used according to the nature and
distribution of the variables. The concordance between techniques was assessed using the Kappa
concordance coefficient.

Results: The most affected age groups were children under 5 and individuals over 85 years old. There
were 27 patients living with another case. The most frequent symptom was diarrhea, followed by
abdominal pain, fever and vomiting. Concordance between results obtained with microscopy and
immunochromatography was almost perfect, and moderate between optical microscopy and PCR
and between immunochromatography and PCR. The Ct value was significantly lower in patients with
vomiting. In the months preceding the outbreak, Tarazona's weather station recorded precipitation

and temperature values above the reference norms.

Conclusions: The identification of Cryptosporidium hominis suggests anthroponotic transmission, and
the presence of multiple genotypes highlights the complexity of the outbreak and the need for
continued surveillance. The predominant genotype (family If subtype IfA12G1R) is a
hypertransmissible variant anecdotal in Spain to date. The detection of possible false negatives by
PCR underscores the need to combine different methods for a more accurate diagnosis. Increased

precipitation and temperature could have influenced the parasite's spread.

Keywords: Cryptosporidium, outbreak, epidemiology, clinical, climate, IfA12G1R.



1. INTRODUCCION

Cryptosporidium es un protozoo intestinal causante de la criptosporidiosis. Las especies que con
mayor frecuencia se encuentran en humanos son Cryptosporidium hominis y Cryptosporidium
parvum?®. La infeccién cursa tipicamente con un cuadro de gastroenteritis autolimitada, aunque

también puede ser asintomatica o dar formas mas graves en grupos de riesgo?.

Este protozoo se transmite mediante la ingesta de ooquistes principalmente a través del agua,

ya sea de consumo o por contacto con aguas recreativas?.

Los ooquistes de Cryptosporidium son resistentes a la desinfeccién convencional con cloro, por
lo que el control de la transmisidon de Cryptosporidium a través del agua potable supone un

desafio para los sistemas de tratamiento de agua?.

El fin de semana del 9 y 10 de septiembre de 2023 se declaré en Tarazona un brote de
gastroenteritis causado por Cryptosporidium vinculado al agua de consumo. El pico maximo de
casos se registré del 11 al 14 de septiembre, con mas de 50 casos por dia, y hasta el 27 de
septiembre se registraron 480 casos segun el Boletin Epidemioldgico de Aragdn®. El Hospital
Clinico Universitario recibié muestras de heces de pacientes pertenecientes al Centro de Salud

de Tarazona para el estudio de este parasito.

2. JUSTIFICACION

La criptosporidiosis es una parasitosis intestinal de distribucién universal cuya incidencia ha

aumentado tanto a nivel nacional como europeo en el dltimo afio®®.

La infeccién por Cryptosporidium puede tener un impacto severo en la salud de los pacientes.

Los grupos mas vulnerables son nifios menores de 5 afios e inmunocomprometidos®.

En inmunocompetentes puede ser asintomdtica o cursar con gastroenteritis aguda
autolimitada?®. Esto, unido al hecho de que su deteccidn no se realiza de forma rutinaria en los
laboratorios de microbiologia, podria suponer una subestimacién de la incidencia real de
Cryptosporidium en nuestro pais.

Resulta cientificamente relevante conocer el verdadero impacto clinico en la poblacién afectada
por el brote de criptosporidiosis del sector sanitario Zaragoza lll, ocurrida en el afio 2023. Para
ello se ha recogido informacién acerca de la clinica, antecedentes personales, datos
demograficos y resultados de laboratorio de los pacientes afectados. Con esta informacion se
pretende mejorar el conocimiento del espectro clinico, asi como la epidemiologia, de esta

parasitosis.

3. OBJETIVOS

El objetivo principal es determinar la presencia de factores personales, ambientales vy



comunitarios de los pacientes diagnosticados de criptosporidiosis en el contexto del brote.
Objetivos secundarios:

1. Identificar los grupos de poblacién mas afectados.

2. Definir las caracteristicas clinicas de la criptosporidiosis.

3. Evaluar la concordancia de las diversas técnicas de laboratorio empleadas para el

diagndstico.

4. Identificar las especies y genotipos de Cryptosporidium implicados.

4. MARCO TEORICO
4.1 EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

Cryptosporidium es un género de protozoos parasitos perteneciente al filo Apicomplexa’.
Aunque histéricamente ha sido clasificado dentro de la subclase Coccidia (clase
Coccidiomorphea) por las similitudes que presenta en su ciclo de vida con otros coccidios
entéricos, actualmente se ha reclasificado dentro de la subclase Cryptogregaria (clase
Gregarinomorphea) dadas sus caracteristicas microscopicas, genéticas y bioquimicas®.

Hasta la fecha se han descrito 44 especies de Cryptosporidium, 19 de las cuales afectan a
humanos, y se han reportado més de 120 genotipos’. En concreto, C. hominis y C. parvum
representan el 95% de los casos en personas®. Por lo general los brotes estan causados por un
solo genotipo®'®!, No obstante, la identificacién de diferentes genotipos de Cryptosporidium

en un mismo brote no es inusual.

El género Cryptosporidium se describid por primera vez en humanos en 1976%, siendo

identificado como una de las principales causas de diarrea crdnica en nifios y pacientes VIH+.

A nivel global se estima que su prevalencia es del 7,6% y representa la segunda causa de
mortalidad por diarrea en nifios menores de 5 afios después de Rotavirus®. Los paises con tasas

mas elevadas son México, Nigeria, Bangladesh y Corea del Sur, respectivamente?.

Aungue esta parasitosis es mas comun en paises en vias de desarrollo, se han descrito grandes
brotes en paises industrializados como Suecia, Estados Unidos. y Reino Unido*?. En este aspecto
se han observado diferencias en la distribucién epidemioldgica de la enfermedad segun el nivel
de desarrollo de cada nacidn. Mientras que en los paises desarrollados la criptosporidiosis se
presenta de forma mas uniforme en todos los grupos de edad y estados inmunoldgicos, en las
zonas subdesarrolladas se da con mas frecuencia en nifios y en pacientes inmunodeprimidos
(VIH+). Las dinamicas de transmision de las distintas especies también varian, dandose una
mayor prevalencia de C. hominis en los paises en vias de desarrollo mientras que en Europa y

Oriente medio por lo general C. hominis y C.parvum tienen una prevalencia similar®3.

Respecto a la distribucidon por sexos, no hay una diferencia significativa entre hombres vy



mujeres, pudiendo variar segun el grupo de edad, viéndose mas afectado el sexo masculino en
el rango de 0 a 4 afios y las mujeres en edad fértil*.

La criptosporidiosis se transmite a través de la ingesta de ooquistes de pequefo tamafio (4-6
um)?. Los grandes brotes se han asociado fundamentalmente al agua, ya sea de consumo o por
contacto con aguas recreativas’®. También se puede dar la transmisién: a través de alimentos
contaminados, contacto directo con animales infectados o de persona a persona por via feco
oral. Este ultimo escenario es el responsable de los contagios en guarderias y de tipo
nosocomial®®. Los ooquistes también se pueden propagar a través de tos y estornudos por medio
de gotas aerosolizadas?. La ingesta de bivalvos filtradores como almejas y mejillones se ha

identificado como una potencial fuente de infeccién?’.

En cuanto a los factores de riesgo podemos diferenciar factores bioldgicos, medioambientales y
comunitarios?®. Entre los factores biolégicos encontramos la existencia de una incidencia
elevada en la poblacién o animales, el alto porcentaje de eliminacion de ooquistes y la
estabilidad e infectividad de los mismos. Unos 10-30 ooquistes son capaces de producir
infeccién en personas sanas®, siendo estos resistentes a la cloracién y a desinfectantes comunes,
pudiendo permanecer viables en agua unos 140 diasl. A 4°C los ooquistes sobreviven unos
cuatro meses, y solo pierden la viabilidad a temperaturas de congelacién (-20°C) o mayores de

65°C durante mas de 30 minutos?®.

Dentro de los factores ambientales destaca la procedencia del agua, ya que las aguas
superficiales son mads susceptibles a la contaminacidn que las aguas profundas. La concentracion
de ooquistes en agua de consumo variard segun el impacto de aguas residuales y la exposicion
a excrementos de ganado®. En este grupo encontramos también la influencia climética. Se ha
encontrado una relacidn entre el aumento de brotes de Cryptosporidium y la presencia de lluvias
torrenciales entre 1 semana y 2 meses antes del brote'®%. Asi mismo el aumento de las

temperaturas los meses previos (1-3 meses) se ha asociado con un aumento de casos?*?’.

Por ultimo, los factores comunitarios se basan en la capacidad de los sistemas de saneamiento
de aguas de consumo y recreativas para evitar la diseminacion de ooquistes, siendo
fundamental el tipo de tratamiento del agua potable que se lleve a cabo y la precisién del mismo.
En este sentido se consideran especialmente vulnerables aquellas zonas que no cuentan con
una Estacidon de Tratamiento de Agua Potable como puede ser el caso de pequeiios nucleos
urbanos o dareas rurales, sobre todo si la desinfeccidon del agua se realiza Unicamente con

derivados de cloro?.

4.2 EPIDEMIOLOGIA EN EUROPA Y ESPANA
Desde el 1/01/2023 al 31/10/2023 en Espafia se declararon 3.463 casos de Cryptosporidium, con

una incidencia acumulada de 8,3 casos por cada 100.000 habitantes?.

Respecto a la distribucién epidemioldgica, la incidencia acumulada mas alta se dio en el grupo

de edad de 1-4 ainos en ambos sexos. Se registraron 144 hospitalizaciones, que suponen el



7,03% de los casos confirmados, y ninguna defuncidn. La mayoria de los casos tuvieron lugar

entre los meses de julio a septiembre, coincidiendo con la temporada de bafio>.

En cuanto al estudio molecular de Cryptosporidium, C. hominis fue el responsable de la mayoria
las infecciones, identificdAndose la variante IfA12G1R5 (familia If) en un 62% de las muestras
independientemente del origen geografico. Hasta la fecha en Espaiia el genotipo IbA10G2
(familia Ib) habia sido predominante, mientras que la variante IfA12G1R5 se habia encontrado

en menos del 1% de los casos. Respecto a C.parvum, los casos fueron minimos?.

Estos datos contrastan con las cifras de afios anteriores (2016-2022), en los que se notificaron
una media de 569 casos al afio con un maximo de 1.582 en el ailo 2018. Se ha sugerido que este
incremento puede estar relacionado con condiciones meteoroldgicas extremas, en concreto
precipitaciones que comprometiesen el correcto funcionamiento de las plantas de tratamiento
de agua de consumo al incrementar la turbidez, y temperaturas elevadas que propiciasen un

aumento del uso de aguas recreativas®.

A nivel europeo el Centro Europeo de Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC) reporto en
el afo 2023 un aumento de casos en Luxemburgo, Paises Bajos, Irlanda y Reino Unido, desde
finales de agosto y especialmente el mes de septiembre. En estos dos ultimos paises se detecté
un incremento de los casos con antecedente de viaje a Espafia durante el verano, vinculdndose

con estancias vacacionales en la zona del levante espafiol®.

4.3 PATOGENIA

La forma parasitaria infectiva son los ooquistes. Tras la ingesta de estos, el cambio de las
condiciones externas induce la liberacion de esporozoitos, que se adhieren a la membrana apical
de las células del epitelio intestinal pasando a denominarse trofozoitos. A diferencia de otros
pardsitos, la localizacion intestinal de Cryptosporidium es intracelular, pero
extracitoplasmatical®. Una vez dentro de la célula inician un proceso de reproduccién asexual,
dividiendo su nucleo (esquizonte 1) y dando lugar a 8 merozoitos, que salen de la célula para
infectar los enterocitos adyacentes. Cada merozoito formara otro esquizonte iniciando otro ciclo
de esquizogonia (esquizonte Il), que se dividira en cuatro merozoitos con capacidad de infectar
otras células y dar lugar a formas sexualmente diferenciadas, denominadas microgametos
(masculinos) y macrogametos (femeninos). El lapso de tiempo entre la ingesta de ooquistes y la

produccién de formas sexuales es de 36 a 48 horas®.

La fecundacidn se produce cuando el microgameto sale de la célula y penetra en el enterocito
que contiene un macrogameto, dando lugar a un ooquiste con capacidad infectiva. El tiempo
necesario desde la infeccién hasta la producciéon de nuevos ooquistes es de unas 72 horas?.
Existen dos tipos de ooquistes: los ooquistes de pared gruesa, que constituyen la forma
mayoritaria y se expulsan con las heces, y los ooquistes de pared fina, que participan en los

procesos de autoinfeccion en pacientes inmunocomprometidos.

A nivel histopatoldgico se produce una atrofia de las microvellosidades con pérdida del epitelio



de superficie y aumento de la permeabilidad de este?, asi como disminucién de las enzimas del
borde en cepillo, mucosa hiperémica e hiperplasia de las criptas de Lieberkiihn con formacién
de células cuboideas o escamosas que reemplazan el epitelio dafiado. En la ldmina propia
observamos una infiltracion mixta de células inflamatorias, que induce la liberacion de
citoquinas e interleucinas atrayendo a mediadores que alteran la absorciéon, inhibiendo la

entrada de sodio y potenciando la secrecién de agua y potasio?®.

4.4 DIAGNOSTICO

El diagndstico de Cryptosporidium se lleva a cabo, habitualmente, a partir de una muestra de
heces, considerandose ideal el analisis de tres muestras recogidas en dias alternos debido a la
excrecion intermitente de ooquistes®. En pacientes inmunodeprimidos, Cryptosporidium puede

detectarse también en localizaciones extraintestinales: esputo, vesicula biliar, etc.

El diagndstico se puede llevar a cabo mediante diversas técnicas, no obstante, no existe un
método estandarizado a nivel internacional para su deteccidén. A pesar de los avances en las
técnicas moleculares, la microscopia se sigue considerando el gold standard?. Debido a su
reducido tamafio, asi como la presencia de multiples elementos en las heces con los que puede
confundirse, es necesario realizar una tincién Ziehl-Neelsen modificada (técnica de Kinyoun),
siendo ésta ultima de preferencia, o tinciones fluorescentes como de la Truant®. La microscopia
destaca por su disponibilidad universal, una especificidad del 100% y su bajo coste. Por el

contrario, su sensibilidad es menor que la de otras técnicas?® y requiere personal cualificado.

Las diferentes especies y genotipos de Cryptosporidium son indistinguibles morfolégicamente y

son Unicamente diferenciables mediante técnicas moleculares.

En una revisién sistematica y metaanalisis llevada a cabo con publicaciones del continente
americano entre 2010 y 2020, cuyo objetivo era determinar si el método utilizado para el
diagndstico de Cryptosporidium influia en su prevalencia, se observé un incremento de la misma
cuando se utilizé mas de un método diagndstico. Asi mismo, la prevalencia aumenté en aquellos
estudios en los que el analisis de muestras se llevd a cabo con métodos inmunoldgicos y

moleculares respecto a aquellos en los que se usé la microscopia®.

En Espafia, el diagndstico se lleva a cabo en los laboratorios de microbiologia de los hospitales
del Sistema Nacional de Salud. El procedimiento diagndstico de una muestra en el Centro
Nacional de Microbiologia (CNM), considerado centro de referencia, consiste en la realizacién
de Inmunofluorescencia Directa y/o Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), y, si ésta resulta
positiva, se procede a realizar PCR especifica (marcador gp60) con el objetivo de conocer la
especie y genotipo de Cryptosporidium. En el contexto de un brote o alerta, los hospitales

pueden enviar voluntariamente muestras al CNM para su diagnéstico y genotipado?.



4.5 DETECCION EN AGUA

Para la deteccidn de Cryptosporidium en agua se requieren procedimientos especificos dirigidos
a detectar y cuantificar diversos tipos de microorganismos patdgenos en dicha muestra: Method
1623 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (UESPA), las orientaciones
del Drinking Water Inspectorate (2005), la norma ISO 15553 europea (2006) y NF T90-455
(2001)3.

En Espaia, este parasito no se analiza de forma rutinaria en el agua potable debido a las
dificultades de muestreo y andlisis®. En su lugar se lleva a cabo la monitorizacién de Clostridium
perfringens como indicador de posible contaminacién fecal y alertar sobre la posible presencia
de otros patdgenos. Sélo cuando el resultado de la prueba de C. perfringens, incluidas las
esporas, resulte positivo, y el agua posea una turbidez superior a 4 UNF (unidades
nefelométricas de formacina), se realizara la determinacién de Cryptosporidium en la salida de
la Estacidn de Tratamiento de Agua Potable (ETAP) o depdsito de cabecera correspondiente®.
Si se detecta Cryptosporidium, la inactivacion de los ooquistes en agua potable se realiza

mediante ionizacién, siendo también Util la radiacién ultravioleta3.

El control de Cryptosporidium no se ha establecido especificamente para el agua de piscinas,
siendo los responsables de salud publica los que indicaran la toma de muestras en caso de

brote?.

4.6 CLINICA Y COMPLICACIONES

La infeccion por Cryptosporidium en pacientes inmunocompetentes puede ser asintomatica
o cursar con gastroenteritis aguda autolimitada. Esta forma de presentacién es mas
frecuente en nifios menores de 5 afios'®. Los sintomas mas frecuentes son diarrea acuosa
coleriforme (100%) astenia (100%) nduseas (67%) calambres abdominales (67%) flatulencias y
vomitos (47%)2.

Respecto a los pacientes inmunocomprometidos la infeccién conlleva una mayor gravedad,
pudiéndose dar fendmenos de autoinfeccién y diseminacidn a otros 6rganos, dando lugar a:
pancreatitis, colangitis esclerosante, colecistitis alitidsica, estenosis papilar, tos y disnea’. Los
pacientes con mayor riesgo son aquellos con déficit de células T, incluidos aquellos
con neoplasias hematoldgicas, pacientes VIH+ con recuentos de CD4+ <200, y especialmente los
que poseen recuentos de CD4<50, y pacientes con deficiencias primarias de células T, como son
lainmunodeficiencia combinada gravey deficiencia del ligando CD40 (sindrome de hiper-
IgM)31,

En cuanto a las complicaciones, la criptosporidiosis puede provocar deshidratacién grave,
alteracion del equilibrio electrolitico, desnutricion por malabsorcidn, retraso del crecimiento y
deterioro cognitivo®. La desnutricidn en los nifios aumenta el riesgo de infeccién y se asocia a

una mayor tendencia a la cronificacién de los sintomas y a una mayor mortalidad?®®.
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Existe una evidencia creciente de que Cryptosporidium, al igual que otros patégenos intestinales,
podria tener consecuencias en la salud a largo plazo, especialmente tras la infecciéon por C.
hominis. Los sintomas que con mayor frecuencia se reportan a lo largo de tiempo son diarrea
(25%) dolor abdominal (25%) nauseas (24%) fatiga (24%) y dolor de cabeza (21%)"2.

Algunos estudios han encontrado una asociacidn significativa entre infeccion por
Cryptosporidium y la presencia de cancer de colon, proponiéndose a Cryptosporidium como un
potencial agente oncogénico con capacidad de interferir en las vias de sefializacién celular
modulando la respuesta inmune e inhibiendo la apoptosis de las células epiteliales del

huésped2.

4.7 TRATAMIENTO

Al tratarse por lo general de un cuadro autolimitado en las personas inmunocompetentes, la
criptosporidiosis se maneja de manera sintomatica mediante reposicién de liquidos, aspecto
especialmente importante en ninos y mujeres embarazadas, que son mds susceptibles a la

deshidratacion®®.

En cuanto a los farmacos disponibles, la Nitazoxanida es un antiparasitario aprobado para el
tratamiento de Cryptosporidium que reduce la duracién de la diarrea y la excrecién de
ooquistes?. En pacientes VIH+ infectados por el parasito la terapia antirretroviral altamente

activa también ayuda en la disminucién de los sintomas®:.

4.8 PREVENCION Y VIGILANCIA

Actualmente no se dispone de ninguna vacuna contra Cryptosporidium®’. Las estrategias de
prevencion van encaminadas a mejorar el saneamiento con el fin de garantizar fuentes de agua
seguras, asi como a promover practicas de higiene entre la poblacidn con el fin de reducir la

transmision y el impacto de la infeccién?.

Respecto al control del pardsito en agua, la filtracion mediante utilizacion de filtros de arena
elimina del 91 a 98% de los ooquistes, resultando superior a la desinfeccién!®. Se estan
desarrollando nuevos métodos para reducir el riesgo de este tipo de brotes, incluyendo filtros
de velas cerdamicas, estrategias alternativas de muestreo como biofilms acuaticos y técnicas de

secuenciacién de nueva generacion'®.

En cuanto a las personas que hayan contraido la infeccidn, se debe tener especial cuidado en el
lavado de manos y evitar el uso de aguas recreativas al menos durante dos semanas tras la
desaparicién de la diarrea, ya que el paciente puede seguir expulsando ooquistes tras la remision
de los sintomas. La excrecion de ooquistes ha sido informada desde el primero hasta el 182 dia
de infeccién?. Aquellos pacientes relacionados con dmbitos colectivos como guarderias, o que
desempefien trabajos de riesgo (manipulacién de alimentos, cuidado de personas vulnerables)

deben extremar las precauciones, considerando retrasar la vuelta a su actividad normal hasta
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48 horas tras la desaparicion de la diarrea con el fin de evitar la propagacion feco-oral®.

Los pacientes inmunocomprometidos deben evitar el contacto con fuentes de potencial riesgo
(pacientes con diarrea, agua recreativa comunitaria, animales recién nacidos, etc.), asi como
considerar el uso de filtros de agua de 1 micrémetro al beber agua del grifo o hervirla

previamente a su consumo®.

En cuanto a la vigilancia, no existe un consenso internacional acerca de la vigilancia y la
declaracion de casos de Cryptosporidium, observandose grandes diferencias entre los
protocolos de cada pais'.

En Espaia la criptosporidiosis es una enfermedad de declaracién obligatoria desde 2015, por lo
tanto, las comunidades auténomas deben notificar de forma individualizada los casos
confirmados al Centro Nacional de Epidemiologia3. Esta comunicacidn se lleva a cabo a través
de la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica mediante el envio de la informacién de la
encuesta epidemioldgica de declaracidn del caso. La informacidn del caso puede actualizarse
después de la declaracién inicial y de forma anual se lleva a cabo una consolidacion de la

informacion3.

La Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica define como caso confirmado a aquella persona

que cumple, al menos, un criterio clinico y un criterio de laboratorio de los que se mencionan
en la tabla 13%:

Diarrea
Criterios clinico

Dolor abdominal

Confirmacion de ooquistes de Cryptosporidium en heces

Confirmacion de Cryptosporidium en muestras bidpsicas de jugo

Criterios de intestinal o de intestino delgado

laboratorio
Deteccidn del acido nucleico de Cryptosporidium en heces
Deteccion del antigeno de Cryptosporidium en heces

Contacto con un caso o animal infectado/colonizado

Criterios Exposicion a una fuente comun

epidemioldgicos

Exposicidn a alimentos o agua de bebida contaminados

Exposicion medioambiental

Tabla 1. Criterios para la confirmacion de la criptosporidiosis segun la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica.
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5. MATERIAL Y METODOS

La presente investigacidn es un estudio descriptivo, observacional y transversal de los pacientes
cuyas muestras de heces llegaron al laboratorio de microbiologia del Hospital Clinico
Universitario desde el 12/09/2023 hasta el 03/10/2023 y que cumplian los siguientes criterios

de inclusién:
Criterios de inclusion:

1. Pertenecer al Centro de Salud de Tarazona o a cualquiera de los consultorios que
dependen de dicho centro de salud.
Tener solicitada al menos una muestra de heces para la deteccién de parasitos.
La solicitud de dicho andlisis se realizé durante el periodo del brote.

Tener informacidn clinica registrada en la aplicacion de la historia clinica electrénica.
Criterios de exclusion:
- Pacientes que no cumplan todos los criterios de inclusién.
Se obtuvieron un total de 138 muestras pertenecientes a 138 pacientes.

En el laboratorio de microbiologia del Hospital Clinico Universitario se llevé a cabo el estudio de

las muestras de heces mediante 3 técnicas: microscopia, inmunocromatografia y PCR.

Para el diagndstico mediante microscopia éptica se utilizd la técnica de Kinyoun (tincidn Ziehl-
Neelsen modificada). Para inmunocromatografia, el kit utilizado fue The Simple Crypto-Giardia-
Entamoeba 4R test, de la casa comercial Operon®, que presenta una sensibilidad del 91,4% vy
especificidad del 95,2 % mediante evaluaciones externas®, y para PCR se usd VIASURE
Cryptosporidium Real Time PCR Detection Kit, de Certest, que cuenta con una sensibilidad del
97,4% y una especificidad del 97,7%%. Se registré el valor umbral de ciclos (Ct) de todas aquellas
muestras que resultaron positivas para PCR. Ademds de darnos informacion acerca de la especie
y los genotipos implicados, en las técnicas de PCR en tiempo real, los resultados positivos se
acompafian de un valor cuantitativo denominado Ct o ciclo umbral. Este valor indica el nUmero
de ciclos que ha tardado la técnica en dar un resultado positivo. Su valor es inversamente
proporcional a la cantidad de la molécula diana contenida inicialmente en la muestra. Se

enviaron 13 muestras al Centro Nacional de Microbiologia para su genotipado.
Las siguientes variables fueron seleccionadas para su analisis estadistico:

- Demogrificas: edad (en afios y por grupos quinquenales), sexo (hombre o mujer) y
domicilio.

- Datos de laboratorio: resultado microscopia dptica (positivo si se observan ooquistes,
negativo en caso contrario), resultado inmunocromatografia (positivo/negativo),
resultado PCR (positivo/negativo), Ct (umbral de ciclos), genotipo, resultado antigenos

de virus (positivo, negativo, no solicitado).
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Antecedentes personales del paciente: HTA (hipertensidn arterial), obesidad, diabetes,
otras endocrinopatias, gastroenteritis aguda (GEA) en el ultimo afio, patologia digestiva,
inmunosupresidon. Todas estas variables son de respuesta dicotémica (Si/No).

Contacto de riesgo (conviviente, no conviviente).

- Clinica en el contexto del brote: diarrea, dolor abdominal, vomitos, fiebre,
deshidratacién, astenia, cefalea, mareo y mialgias; todas ellas de respuesta dicotdmica
(Si/No).

- Persistencia de sintomas (diarrea, dolor abdominal, nuevo episodio de GEA, infeccidn

del tracto urinario, persistencia de otros sintomas).

- Datos climatolégicos de la estacién meteoroldgica de Tarazona procedentes de la
Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET®).

Los resultados de las variables se obtuvieron a través del sistema informatico de laboratorio (SIL)
Modulab® y la Historia Clinica Electrénica (HCE), y se incluyeron en una base de datos Excel
Microsoft Office® 365.

Los valores de precipitaciones y temperatura se extrajeron de los datos climatoldgicos de la
AEMET disponibles en su pagina web https://www.aemet.es.

Los mapas de geolocalizacidn de los pacientes se elaboraron a través de la aplicacion Google My
Maps® (https://www.google.com/intl/es_ES/maps/about/mymaps/).

Respecto al andlisis estadistico, la descripcion de las variables cuantitativas se realizé con la
media y desviacion tipica y con la mediana y Rango Intercuartil (RI) y la descripcion de las
variables categodricas con frecuencia y porcentajes. La comparacion de los valores que toma una
variable cuantitativa segun los valores que toma otra variable dicotdmica se realiz6 mediante
las pruebas de t de Student o U de Mann Whitney segun el resultado en las pruebas de
normalidad de Kolmogdrov-Smirnov (si n>50) o Shapiro-Wilk (si n<50). La relacién entre dos
variables cuantitativas se realizd mediante el coeficiente Rho de Spearman y entre variables
cualitativas mediante la prueba estadistica de Chi cuadrado (x?) o el test exacto de Fisher en
caso de casillas poco ocupadas. Para conocer entre qué modalidades de las variables se producia
la asociacion significativa se analizaron los residuales tipificados de Haberman. La concordancia
entre los tres métodos diagndsticos utilizados se realizd mediante el coeficiente de

concordancia Kappa.

El nivel de significaciéon establecido fue p<0,05; si 0,05<p<0,1 se considerd relacidn casi-
significativa. Se uso6 el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Version 26.0,

con licencia de la Universidad de Zaragoza.

La busqueda bibliografica se realizd a través del motor de busqueda de la base de datos

Pubmed®.

El analisis de datos se llevd a cabo de forma pseudonimizada para mantener el anonimato de
los pacientes tras la obtencién del dictamen favorable por parte del Comité de Etica de

Investigacion de Aragdn (Anexo 1).
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6. RESULTADOS
6.1. VARIABLES DEMOGRAFICAS

En la muestra estudiada, la edad media de los pacientes fue de 39,6 +28,4 afos (1IC95%=34,9-
44,4 afios) y la mediana de 37,5 (RI=49 afios) con un rango de edad comprendido entre los 5
meses y los 95 afios. La edad media de las mujeres fue de 43,5 afios (IC95%=37,1-49,9) y la
mediana de 45 (RI=50). En los hombres, la edad media fue de 35 afios (IC95%=27,8-42,2) y la

mediana de 25 afios (RI=46), siendo estas diferencias casi significativas (p=0,070).

Al relacionar esta variable con los antecedentes se observé que la edad de los pacientes
infectados era significativamente superior en los pacientes con patologia endocrina (p<0,001),
HTA (p=0,003), patologia digestiva (p=0,019), e inmunosupresién (p=0,032) y casi
significativamente inferior en los pacientes que habian padecido gastroenteritis aguda en el
ultimo afio (p=0,096). Respecto a la sintomatologia que padecian se observd que la edad era
significativamente superior en los pacientes con astenia (p=0,032) y significativamente inferior
en los pacientes con vomitos (p=0,023).

La edad de los pacientes positivos para Cryptosporidium por microscopia Optica resultd
significativamente inferior a la de los pacientes que obtuvieron un resultado negativo en dicha

prueba (p<0,001). No se encontrd relacidn entre el valor Ct de PCR y la edad (Rho=0,130).

En el analisis de las tasas especificas por edad, como puede apreciarse en la tabla 2 la mayor

tasa de casos se dio en nifios de 0 a 4 afios (44,38 x10%) seguida de los nifios de 10 a 14 afios y

las personas mayores de 85 afios
Edad Poblacion Casos Tasa x 10°

338 15 44,38
486 9 18,52
589 15 25,47
571 8 14,01
573 10 17,45
604 7 il
542 3 5,54
633 3 4,74
704 7 9,94
857 4 4,67
852 6 7,04
815 10 12,27
700 9 12,86
581 4 6,88
507 8 15,78
500 6 12,00
366 4 10,93
432 10 23,15

Tabla 2. Tasas por 10° por grupos quinquenales de edad segtn el censo anual de poblacién 2023
de Tarazona. Fuente: Instituto Nacional de Estadistica.
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En cuanto a la distribucién por sexos, 75 pacientes (54,3%) eran mujeres y 63 (45,7%) hombres.
Al relacionarse esta variable con los antecedentes médicos se observé mayor proporcién de
mujeres con diabetes (17,3% vs 11,1%), otras enfermedades endocrinas (16,3% vs 6,3%), HTA
(10,7% vs 4,8%) y patologia digestiva distinta a gastroenteritis aguda (21,3% vs 17,5%). En ningln
caso se alcanzé la significacidn estadistica.

Al relacionar el sexo con la sintomatologia padecida por los pacientes se obtuvo una mayor
proporcién de mujeres que padecian dolor abdominal (75,0% vs 65,6%). La proporcion de
mujeres y hombres que padecian diarrea (97,2% vs 95,2%) y vomitos (48,0% vs 47,8%), aunque
ligeramente superior en las mujeres es muy similar a la de los hombres. De los 6 pacientes que
padecian astenia, 4 eran mujeres. Sin embargo, la proporcién de pacientes con fiebre fue
significativamente mayor en hombres (37,2%) que en mujeres (17,4%) (p=0,037).

Respecto a los datos domiciliarios, se observé que 16 de los pacientes diagnosticados convivian
con otro caso confirmado, obteniendo un total de 8 direcciones coincidentes. Ademas 11
pacientes relataban la presencia de cuadros de gastroenteritis en convivientes que no constan

como casos, y 6 pacientes refirieron contacto con casos confirmados no convivientes.

Al geocodificar los datos domiciliarios y compararlos con las variables sexo, valor de Ct y semana
del caso, se obtuvieron las siguientes figuras (figuras 1, 2, 3 y 4). Tras una inspeccion visual, no
parece haber una relaciéon entre la localizacidn de los casos con ninguna de las variables

estudiadas.
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Figura 1. Agrupacion de casos de criptosporidiosis declarados en el brote de Tarazona del afio
2023.
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Figura 2. Agrupacion de casos de criptosporidiosis en el brote de Tarazona del afio 2023 segun
sexo.

Valor de Ct:

Q 24-264(17)

Q 271-325 (19)

© 326-345 (21)

' 346-383 (14)

9 Ningun valor (56)

Figura 3. Agrupacion de casos de criptosporidiosis en el brote de Tarazona del afio 2023 segun
valor Ct de PCR.
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Figura 4. Agrupacion de casos de criptosporidiosis en el brote de Tarazona del afio 2023 segun
semana epidemioldgica en la que se detect? el caso.

6.2. RELACION DE ANTECEDENTES CON CLiNICA

Los antecedentes, por orden decreciente de frecuencia, fueron: diabetes (14,5%), otras
enfermedades, diferentes a la diabetes, del sistema endocrino (11,6%), obesidad (8,7%),
hipertension arterial (8,7%), gastroenteritis aguda (8,7%) y otras patologias del aparato digestivo

(19,6%). Nueve (6,5%) pacientes estaban inmunodeprimidos.

El sintoma padecido por casi todos los pacientes fue la diarrea (n=128), seguido del dolor
abdominal (n=51), fiebre (n=24), vomitos (n=23), astenia (n=6), mareos (n=4), mialgias (n=4),

cefalea (n=3) y deshidratacion (n=2).

Al relacionar los antecedentes personales con la sintomatologia padecida por los pacientes se
observaron los siguientes resultados: la proporcidn de pacientes con vémitos, diarrea o fiebre
fue menor en la poblacion diabética (14,8% frente a 20,0%, 13,0% frente a 8,0%, y 12,5% frente
a 13,8% respectivamente). Sin embargo, la proporcién de pacientes con dolor abdominal fue

mayor en los pacientes diabéticos (11,8% frente a 9,5%).

Todos los pacientes con otras enfermedades endocrinas distintas a la diabetes padecieron, en
comparacién con el grupo de pacientes con ausencia de dichos antecedentes, en mayor
proporcién de diarrea (12,5% vs 0,0%), vomitos (13,0% vs 8,0%) y astenia (33,3% vs 10,8%) y en
menor proporcién dolor abdominal (11,8% vs 19,0%) y fiebre (16,7% vs 12,3%). Ninguna de las

dos personas deshidratadas tenian antecedentes personales de enfermedades endocrinas.
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Los pacientes con obesidad presentaron en mayor proporcion diarrea (9,4% vs 0,0%), dolor

abdominal (7,8% vs 4,8%) y fiebre (12,5% vs 6,2%). Ningln obeso presentd vémitos o astenia.

Los pacientes hipertensos presentaron en mayor proporcién diarrea (7,8% vs 0,0%), dolor
abdominal (5,9% vs 4,8%) y astenia (16,7% vs 7,6%) y en menor proporcion vomitos (4,3% vs
8,0%) vy fiebre (4,2% vs 6,2%). Ninguno de los hipertensos estaba deshidratado.

Los pacientes que habian padecido gastroenteritis aguda en el Ultimo afio presentaron en mayor
proporcién diarrea (8,6% vs 0,0%), dolor abdominal (11,8% vs 9,5%), vomitos (13,0% vs 8,0%),
fiebre (12,5% vs 6,2%) y deshidratacion (50,0% vs 14,0%), y ninguno tenia astenia.

Los pacientes con otros antecedentes digestivos presentaron en mayor proporcién dolor
abdominal (23,5% vs 4,8%) deshidratacién (50% vs 7,1%), astenia (50,0% vs 8,2%) y en menor
proporcién diarrea (18,8% vs 60,0%), vémitos (13,0% vs 36,0%) y fiebre (4,2% vs 26,2%).

Los 8 pacientes inmunodeprimidos presentaron los siguientes sintomas: diarrea (8 pacientes),

dolor abdominal (5 pacientes) y astenia (2 pacientes). Ninguno presento fiebre.

6.3. DATOS DE LABORATORIO

Los resultados de las pruebas diagndsticas fueron positivos en los siguientes casos: microscopia
Optica 53/138 (38,4%), inmunocromatografia 58/138 (42,0%) y PCR 73/123 (59,3%). Se
detectaron 5 positivos mds por inmunocromatografia que por microscopia, de ellos, 4 dieron
negativo en PCR. La concordancia de los resultados obtenidos con microscopia e
inmunocromatografia resulté muy alta (Kappa=0,925; 1C95%=0,86-0,99) y moderada entre los
obtenidos por microscopia 6ptica y PCR (Kappa=0,530; 1C95%=0,39-0,67) e
inmunocromatografia y PCR (Kappa=0,475; 1C95%=0,33-0,62)% (tabla 3).

Negativo Positivo P (Chi2) Coef.
n.°(%) n.° (%) Concordancia
Kappa (IC)

Inmunocromatografia <0,001
Negativa (80) 80 (100) 0(0,0) Relacidn casi 0,925
Positiva (58) 5(8,6) 53 (91,4) perfecta (0,86; 0,99)
PCR <0,001
Negativa (50) 47 (94,0) 3 (6,0) 0,530
Positiva (73) 27 (37,0) 46 (63,0) (0,39; 0,67)

Tabla 3. Relacion de los resultados obtenidos mediante microscopia dptica respecto a los
obtenidos mediante inmunocromatografia y PCR en el brote de criptosporidiosis de Tarazona del
afio 2023.

Basandonos en los resultados obtenidos por microscopia dptica (tabla 4), la presencia de este
parasito resulté significativamente mayor en aquellos pacientes con ausencia de enfermedades
endocrinas (p=0,023) y casi significativa en aquellos pacientes sin HTA (p=0,051), aunque
siguiendo esta misma tendencia para el resto de los antecedentes, las diferencia halladas

perdieron la significacién estadistica. También se perdié la significacion estadistica cuando este
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analisis se realizd con los resultados obtenidos por inmunocromatografia y PCR.

Negativo Positivo P (Chi2)
n.° (%) n.° (%)
! No (118) 71 (83,5) 47 (88,7) 0,403
o S e
No (122) 71 (83,5) 51 (96,2)
endocrinas Si (16) 14 (16,5) 2 (3,8) 0,023
. No (126) 76 (89,4) 50 (94,3)
ot [ ol | e
No (127) 75 (88,2) 52 (89,1)
Si (11) 10 (11,8) 1(1,9) 0,051
“ No (126) 78 (91,8) 48 (90,6)
Si (12) 7(8,2) 5(9,4) 1
No (111) 69 (81,2) 42 (79,2)
digestivas Si (27) 16 (18,8) 11 (20,8) 0,827
No (129) 79 (92,9) 50 (94,3)
Si (9) 6(7,1) 3(5,7) 1

Tabla 4. Relacidn entre los resultados obtenidos mediante microscopia dptica y los antecedentes
personales de los pacientes en el brote de criptosporidiosis de Tarazona del afio 2023.

Al relacionar el resultado de cada una de las tres pruebas con la sintomatologia padecida por el
paciente, no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, como se muestra en la tabla
5, la proporcion de pacientes que presentaron vomitos y fiebre fue mayor en aquellos que
obtuvieron un resultado positivo mediante microscopia ptica respecto a los que presentaron
un resultado negativo. No se encontraron diferencias significativas con el resto de los
antecedentes ni con la sintomatologia presentada.

Negativo Positivo P (Chi2)
n.° (%) n.° (%)
. No (5) 3(3,7) 2(3,8) 1
T sy sosen
Dolor No (21) 13 (29,5) 8 (28,6)
abdominal Si (51) 31 (70,5) 20(71,4) 0,929
- 19 (59,4) 6(37,5)
vomitos m 13 (40,6) 10 (62,5) 0,153
No (65) 41 (75,9) 24 (68,6)
Si (24) 13 (24,1) 11(31,4) 0,445
. na 7 (87,5) 87(87,5)
Deshidratacion m 1(12,5) 1(12,5) 1
No (132) 81(95,3) 51(96,2)
si (6) 4(4,7) 2(3,8) 1

Tabla 5. Relacion entre los resultados de la microscopia dptica y la clinica presentada por los
pacientes en el contexto del brote de criptosporidiosis de Tarazona del afio 2023.

El diagnostico por PCR se llevé a cabo en 123 pacientes de los 138 (89,1%) ya que en los 15 casos
restantes no se pudo obtener resultado por falta de muestra. Se pudo obtener el genotipo de

13 (17,8%) muestras, perteneciendo tres a la familia la subtipo 1aA13R7, 2 a la familia Ib subtipo
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IbA12G3, 1 a la familia Ib subtipo IbA10G3 y 7 a la familia If subtipo IfA12G1R.

El valor Ct promedio de los pacientes con microscopia Odptica positiva fue de 30,7+4,1
(1C95%=22,5-38,9) y la mediana de 31,4 (RI=6,2), en los pacientes con inmunocromatografia
positiva fue de 30,8+4,1 (1IC95%=22,6—39) y la mediana de 31,7 (RI=6,0) y en los pacientes con
PCR positiva fue de 31,9+3,7 (1C95%=24,5-39,3) y la mediana de 33,0 (RI=4,8).

Los pacientes con pruebas positivas en la microscopia e inmunocromatografia presentaron
valores Ct promedio menores, respecto a los pacientes con pruebas con resultados negativos,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,001 y p=0,002 respectivamente).

Al relacionar la Ct con el resto de las variables, los pacientes que padecieron vémitos
presentaron un valor Ct (Med=27,3; RI=5,8) significativamente menor (p=0,021) que aquellos
que no los padecian (Med=34,0; RI=4,1). No se hallaron diferencias significativas al comparar el
valor Ct con el resto de sintomas, ni con los antecedentes del paciente.

Por ultimo, se solicitdé antigenos de virus en 30 de las muestras, resultado todas ellas negativas.

6.4. CLIMA

Segun el avance climatolégico de Aragén llevado a cabo por la AEMET, en términos generales,
agosto de 2023 tuvo un comportamiento muy cdlido y extremadamente seco en la comunidad,
con una anomalia en la temperatura de +1,9°C con respecto a las normales de referencia (1991-
2020) y con valores nulos de precipitaciones en la provincia de Zaragoza. Septiembre también
fue muy cdlido, con una anomalia de +2,0°C, y humedo, aunque muy contrastado en su

distribucién territorial por efecto de las tormentas®®.

En concreto, entre el 2 y el 4 de septiembre se dieron precipitaciones intensas en varios puntos
de la Peninsula Ibérica y Baleares como consecuencia de una Depresion Aislada de Niveles Altos
(DANA), también conocida como gota fria, que dejé acumulados importantes en Navarra y el
noroeste de Aragdn, entre las zonas mas destacadas. La estacién meteoroldgica de Tarazona
registré 25,6 I/m? el 2 de septiembre, con una precipitacion total acumulada en el periodo del 1
al 15 de septiembre de 46,61/m?. En la siguiente tabla (tabla 6) se pueden apreciar los valores
de precipitaciones totales acumuladas para ese mismo periodo en los diez afios previos, siendo
la media de 16,321/m?:

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

7,2 19,4 28,8 8,2 0,8 45,8 10,6 0 39,8 2,6

Tabla 6. Precipitacion acumulada (I/m?) entre el 1 y el 15 de septiembre en la estacion
meteoroldgica de Tarazona en los afios 2013 a 2022. Fuente: AEMET.

En cuanto a la temperatura, los datos recogidos durante los meses de julio, agosto y septiembre

de 2023 en la estacién meteoroldgica de Tarazona reflejan una anomalia de +2,2°C de media
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respecto de las normales de referencia (1991-2021), siguiendo la tendencia de la comunidad.

En la tabla 7 se puede observar la comparacién de temperaturas:

T2 media historica (°C) T2 media 2023 (°C)

Tabla 7. Relacion entre la temperatura media histdrica y la temperatura del afio 2023 durante
los meses julio-septiembre en la estacion meteoroldgica de Tarazona. Fuente: AEMET.

7. DISCUSION

Para ampliar el conocimiento epidemioldgico y clinico de la criptosporidiosis, se recopild
informacién detallada y especifica de las historias clinicas de los pacientes afectados por brote
de criptosporidiosis del sector sanitario Zaragoza Ill, ocurrido en 2023, asi como datos
climatolégicos del municipio de Tarazona durante ese periodo. Tras llevar a cabo el andlisis
estadistico de los datos, se encontraron diversos hallazgos que se exponen a continuacién.

Respecto a las variables demograficas, resultan especialmente relevantes los resultados
relacionados con la edad y domicilio de los pacientes. Comenzando por la edad, las tasas mas
altas se dieron en menores de 4 afios, siguiendo el patrén de distribucion caracteristico de la
enfermedad®®.

Asi mismo se puede observar un aumento de las tasas en personas mayores de 85 afos.
Cryptosporidium afecta especialmente a nifios menores de 5 afios, que tienen sistemas
inmunoldgicos inmaduros, y a inmunodeprimidos®. Por lo tanto, es légico pensar que, en la
poblacién mas anciana, con sistemas inmunoldgicos debilitados por el declive funcional
correspondiente a la inmunosenescencia, las tasas de infectados podrian ser superiores a las
habituales debidas a este parasito.

No obstante, hay que resaltar la cantidad de adultos que hay, lo cual podria estar relacionado
con el mecanismo de transmisién'®. La probable contaminacién de las aguas de consumo

justificaria la afectacion de todos los grupos de edad, como ha sido el caso de nuestro estudio.

Al estudiar las relaciones domiciliarias, se observé un total de 27 pacientes convivientes con otro
caso (16 confirmados y 11 no confirmados). Los 11 casos de convivientes no confirmados
pudieron deberse a que bien estas personas no acudieron al Centro de Salud o a que no se les
solicité andlisis de parasitos en heces. Estos datos se pueden atribuir al consumo de agua del
grifo en el domicilio o a que pudo existir una transmisién persona-persona.

De acuerdo a las figuras 1, 2, 3y 4, en la distribucidn espacial se puede observar que, a simple

vista, no hay diferencias de agrupacién espacial entre géneros, y tampoco en los valores de Ct
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ni en la semana de declaraciéon del caso. El mapa general de casos sigue una disposicion

homogénea.

Aunque el origen del brote no ha sido establecido con certeza, la distribucion geografica de los
casos es plausible con una infeccidn de la comunidad por una contaminacién en el suministro
de aguas de consumo. Si la contaminacién de ooquistes se encontraba aguas arriba de la
captacién por parte de la potabilizadora que suministra agua a todo el municipio, seria razonable

encontrar una distribucion homogénea de los casos en mapa.

Al analizar los sintomas recogidos en la historia de los pacientes, observamos que la clinica de
esta parasitosis es inespecifica, siendo indistinguible de otras infecciones gastrointestinales si
nos basamos Unicamente en la presentacién clinica. La diarrea es el sintoma principal,
presentandose en la practica totalidad de los pacientes, seguida del dolor abdominal, lo cual
concuerda con los criterios clinicos estipulados por la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
para la confirmacién de casos3*. Un dato que llama la atencidn en este brote respecto de la
literatura revisada es la presencia de fiebre en 24 de los 138 pacientes, ya que ésta no es un

signo tipico de la infeccién por Cryptosporidium?.

En cuanto a los resultados de las variables de laboratorio, la técnica de PCR permitié determinar
la especie implicada en el brote, en este caso C. hominis. La identidad del microorganismo
causante del brote tiene una traduccidn epidemioldgica, ya que nos encontramos ante una
antroponosis y no una zoonosis. Esto quiere decir que el brote se produjo probablemente por
contaminacion de las aguas de suministro con heces humanas infectadas por Cryptosporidium.
Por tanto, el control de las aguas residuales constituye una de las principales estrategias de

prevencién en este tipo de brotes®.

Resultan especialmente informativos los resultados de las 13 muestras que se enviaron al Centro
Nacional de Microbiologia para su genotipado. No es habitual encontrar cuatro genotipos
distintos en el mismo brote, ya que la mayoria estdn causados por un Unico genotipo®1®1,
Algunos autores que encontraron hallazgos similares lo atribuyeron a que efectivamente existia
una coinfeccion de multiples genotipos, o que podia deberse a motivos puramente analiticos
(errores de deslizamiento de hebra o de tipo “replication slippage” de la DNA polimerasa

durante la etapa de elongacién de la PCR)™.

No se ha identificado en ninguna de las muestras el genotipo que habia sido hasta ahora el
mayoritario en nuestro pais, el IbA10G23, aunque tres muestras pertenecian a la misma familia
(Ib), 2 con subtipo IbA12G3 y 1 con subtipo IbA10G3.

En mas de la mitad de las muestras enviadas se encontrd la variante If subtipo IfA12G1R, que ha
sido la predominante en Espafia en el Gltimo afio®. Se trata de una variante hipertransmisible
que tiene su origen en los subtipos europeos y del noreste de Africa®®. Al igual que en Espafia,
se ha convertido en la variante principal en otros paises como Estados Unidos y Australia. El caso
de Australia es muy similar al de nuestro pais, ya que el genotipo IbA10G2 habia sido el
predominante en el poblacién no aborigen desde 2002 hasta 2017, cuando se reportd un

aumento de la variante IfA12G1R5, convirtiéndose en la mayoritaria. Hasta ese momento la
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identificacién de esta Gltima variante habia sido anecdética, al igual que en Espafia®.

Un genotipado mas sistematico de las muestras, no solo en el contexto de brotes sino también
en la prdctica clinica habitual, podria ayudar a mejorar la comprensién de la transmisién, y por
consiguiente la capacidad de prevencidn, vigilancia y control de la criptosporidiosis.

La observacién de un valor de Ct significativamente menor en los pacientes que padecian
vomitos sugiere que podria existir una relacidn entre una mayor carga parasitaria y la presencia
de vémitos. No obstante, podria tratarse de un hallazgo casual, ya que la determinacién de Ct
se llevd a cabo con una sola muestra de cada paciente! y no se han encontrado referencias en

la literatura revisada.

Al comparar la microscopia con el resto de técnicas diagndsticas podemos observar que la PCR,
considerada por algunos como gold standard*4>%3, puede presentar resultados discordantes
con la microscopia éptica. Esta discrepancia puede deberse a diversos factores, como el que se
recogiese una Unica muestra en vez de tres muestras en dias alternos?, o a que desconocemos
el tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta la recogida de la muestra, factor que
también influye en la sensibilidad de las pruebas diagndsticas®. De los 49 pacientes que tienen
resultado positivo con microscopia y se les ha realizado prueba de PCR, hay 3 (6,12%) pacientes
que tienen un resultado negativo de PCR. Es posible que estos 3 pacientes se traten de falsos
negativos de PCR, lo cual concuerda con la especificidad de ambas pruebas?®3¢. Por el contrario,
la PCR al ser més sensible®® podria haber detectado pacientes infectados que tuvieron un
resultado de microscopia negativo debido a una concentracién baja de ooquistes en la muestra.
El hecho de que tanto la microscopia éptica como la inmunocromatografia obtengan valores

muy similares de Ct indica que probablemente su sensibilidad es muy similar.

Por ultimo, los factores climaticos pueden afectar a la transmisién de Cryptosporidium a través
del agua®. En concreto las fuertes precipitaciones y el aumento de las temperaturas podrian

incrementar el riesgo de brotes, como asi ha sido documentado en la literatura cientifica®.

Los datos mads destacables los encontramos en las precipitaciones, ya que la precipitacidn
acumulada en Tarazona la primera quincena de septiembre casi triplicé la media de los diez afios
anteriores para ese mismo periodo. Este lapso de tiempo entre las precipitaciones y el inicio del
brote es congruente con los que se han observado en otros estudios, que va desde una semana

a dos meses'®?3,

Ademas, el fendmeno de la DANA supuso la presencia de lluvias torrenciales en toda la
peninsula®, lo cual significa que el rio Queiles no sélo se vio afectado por las precipitaciones a
su paso por Tarazona, sino a lo largo de todo su cauce. El importante nivel de precipitacion
acumulada que dejé el temporal, asi como el aumento de turbidez del agua, pudo afectar a la

eficacia de los sistemas de tratamiento de aguas, sobrepasando su capacidad funcional® %,

Algunos autores han observado un aumento de las temperaturas de 1 a 3 meses previos a la
aparicidn de un brote?*?’, En el caso de Tarazona encontramos un aumento significativo de las

temperaturas respecto de las normales de referencia tanto si consideramos la temperatura el
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mes previo como en los tres meses previos®.

Respecto a la época del afio, Cryptosporidium tiene un pico de incidencia a finales de verano y
principio del otofio®. Esta variacion estacional se ha podido observar en los ultimos afios en
Espafia®. El brote de Tarazona coincide con este pico de incidencia, ya que se declard el fin de
semana del 9y 10 de septiembre.

Continuando con otros factores ambientales que pudieron estar relacionados con el brote, la
procedencia del agua es un elemento a tener en cuenta, ya que las aguas superficiales, como es
el caso del rio Queiles, son mas susceptibles a la contaminacién®. El agua de consumo en
Tarazona llega de la captacion del rio Queiles, un afluente del rio Ebro que tiene su nacimiento
en Vozmediano (Soria). Antes de su paso por Tarazona, el Queiles recibe agua del rio Val y
atraviesa los municipios de Los Fayos y Torrellas. En este sentido, los sistemas de depuraciény

potabilizacion del agua juegan un papel importante en el control de la infeccidn.

En cuanto al tratamiento del agua potable, hasta el 20 de noviembre de 2023, la Estacion de
Tratamiento del Agua Potable (ETAP) de Tarazona llevaba a cabo los siguientes procesos para la
potabilizacion del agua: Pre-oxidacidn, coagulacién-decantacion, filtracién arena, filtracién
carbono y desinfeccidn con cloro*’. Como ya se ha comentado en el apartado de Epidemiologia,
los procesos fisicos no son eficaces para eliminar los ooquistes, y tampoco la desinfeccidn con
cloro!. No obstante, la planta potabilizadora de Tarazona cuenta ahora con un equipo de
desinfeccién de luz ultravioleta, técnica capaz de inactivar los ooquistes en caso de detectarse

contaminacion en un futuro®.

Respecto a las aguas residuales, las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) no
cuentan con un protocolo de deteccidn de Cryptosporidium como si lo tienen las ETAP mediante
la monitorizacion de C.perfringens®. Los procesos fisicos y bioldgicos de las instalaciones
convencionales no resultan efectivos a la hora de evitar el paso de los ooquistes®. En este
sentido, se podria considerar la implementacién de membranas de ultrafiltracién, capaces de
eliminar ooquistes en aguas residuales®. Controlar el parasito en las estaciones depuradoras
reduciria la probabilidad de que los ooquistes lleguen rio abajo a los sistemas de potabilizacién,

ademas de limitar el riesgo de infeccion por ingesta de vegetales regados con agua contaminada.

8. CONCLUSIONES

1. Las tasas de infeccion mas elevadas se han dado en nifios menores de 4 afos, nifios de

10 a 14 anos y en personas mayores de 85 afos.

2. La identificacion de C. hominis como la especie implicada en el brote sugiere una

transmisién de tipo antropondtica.

3. Destaca la presencia de multiples genotipos en el mismo brote, siendo el genotipo
predominante (familia If subtipo IfA12G1R) una variante hipertransmisible cuya

identificacion habia sido anecdética en Espaia hasta 2023.
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4. Laconcordanciade los resultados obtenidos con microscopia e inmunocromatografia es
muy alta y moderada al comparar microscopia con PCR. La técnica de PCR puede
presentar falsos negativos respecto a la microscopia dptica, lo que sugiere que la
combinacion de diferentes métodos puede ser necesaria para un diagndstico mas

preciso.

5. Los factores climatoldgicos, especialmente las precipitaciones, pudieron favorecer la
aparicion del brote, afectando al correcto funcionamiento de los sistemas de

tratamiento de aguas.

9. FORTALEZAS Y DEBILIDADES

Entre las debilidades del estudio, encontramos que pudo haber un sesgo de seleccién. La mayor
parte de los pacientes fueron seleccionados por presentar diarreas (sintoma mds frecuente en
la criptosporidiosis). Sin embargo, se desconoce cudntos pacientes infectados y que no

presentaban diarrea, pudieran haber presentado otros sintomas.

Ademas, en el contexto del brote, a la mayoria de los pacientes no se les solicitaron pruebas de
deteccidon de otros patdgenos que pudiesen cursar con un cuadro de gastroenteritis similar al
producido por Cryptosporidium. Sélo a una minoria se les solicito antigenos de virus. Esto quiere
decir que parte de los sintomas en nuestra poblaciéon a estudio podrian deberse en realidad a la

coexistencia con otros microorganismos patégenos (los cuales no han sido descartados).

Por ultimo, para el estudio de Cryptosporidium solo se envié una muestra de heces de cada
paciente, cuando lo ideal es el andlisis de tres muestras recogidas en dias alternos. Este hecho
podria explicar el elevado nimeros de casos con microscopia negativa-PCR positiva. Teniendo
en cuenta el patrén de expulsién intermitente de ooquistes y la diferencia en su concentracion
en las heces segun la historia natural de la infeccidn, el andlisis de una Unica muestra pudo haber

afectado a la eficacia de las pruebas y los valores de Ct.

En cuanto a las fortalezas, cabe destacar el uso de multiples técnicas de laboratorio (microscopia
Optica, inmunocromatografia y PCR) para el analisis de cada muestras de heces, lo que permitio
establecer un diagndstico mas preciso y comparar la concordancia de los resultados obtenidos

mediante los diferentes métodos.

Otro punto a favor es la recopilacion detallada de datos clinicos y ambientales: Se recopild
informacidn especifica de las historias clinicas de los pacientes afectados y se obtuvieron datos
climatolégicos del municipio de Tarazona durante ese periodo, lo que permitié una evaluacion

exhaustiva de los factores personales, ambientales y comunitarios asociados al brote.

En resumen, el estudio proporciona una visidn integral y detallada de los factores asociados con
el brote de criptosporidiosis, utilizando un enfoque multidisciplinario que combina datos

clinicos, de laboratorio y ambientales. Esto fortalece la comprensidn de la epidemiologia de la
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enfermedad, y ofrece informacién valiosa para el desarrollo de estrategias de prevencion y

control.
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