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Introduccion

os coccidios intestinales son protozoarios, parasitos

intracelulares obligados, pertenecientes al phylum

Apicomplexa'”. Estos parasitos afectan el tracto

gastrointestinal de seres humanos y animales,
principalmente células del duodeno y yeyuno, causando
diferentes tipos de manifestaciones clinicas; la mas comin
es la diarrea, considerada una de las cinco principales causas
de muerte a nivel mundial, seglin la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)?. Debido al caracter oportunista, estos
parasitos son considerados los principales causantes de diarrea
en pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH)?. Ademas, en el caso de pacientes inmunosupresos se
reportan manifestaciones clinicas y complicaciones de tipo
extraintestinal®®, resultando esta poblacion la que presenta
las manifestaciones clinicas mas severas y que pueden llegar
incluso a ser fatales®.

Las cuatro principales especies que afectan al ser humano son
Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, Cryptosporidium
hominis y Cryptosporidium parvum. Las principales
diferencias entre los géneros se presentan a nivel de ciclo
de vida y para realizar el diagnostico se deben conocer las
diferencias con respecto a la estructura de los ooquistes,
ya sean tanto ooquistes no esporulados como ooquistes
esporulados (formas infectantes).

En la actualidad, existen muchos métodos desarrollados
para el diagnostico de coccidios intestinales ademas de la
microscopia, los cuales incluyen técnicas inmunoldgicas y
moleculares, que debido al elevado costo de las mismas y a
la necesidad de infraestructura apropiada para realizarlas, este
tipo de diagnodstico no es posible de implementar en la mayoria
de laboratorios clinicos de Costa Rica. Es por lo anterior que
las tinciones de dcido resistencia se convierten en una opcion
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factible y efectiva para el diagnostico de estos parasitos.
Algunas de estas tinciones también son utilizadas de rutina en
laboratorios de Bacteriologia, por lo que no constituyen una
carga econdmica adicional importante para los servicios de
salud. §

El objetivo de esta revisiéon es hacer una breve mencion de
las principales especies de coccidios intestinales presentes en
Costa Rica y que afectan al ser humano, asi como presentar
diferentes técnicas utilizadas para el diagnéstico de las
enfermedades producidas por estos parasitos, con el fin de
resaltar lo importante de realizar el diagndstico adecuado y
oportuno de los mismos en los laboratorios clinicos.

Cyclospora cayetanensis

A pesar de que el primer reporte publicado en la literatura
sobre una infeccion por Cyclospora en seres humanos es del
afio 19797, la especie C. cayetanensis fue descrita en heces
humanas en el aio 1993 por Ortega y colaboradores®™. En
pacientes inmunocompetentes este pardsito causa diarreas
leves 0 moderadas, las cuales son autolimitadas; en cambio,
en pacientes inmunosupresos, los episodios de diarrea son
generalmente prolongados. En paises desarrollados, es uno
de los agentes involucrados en la denominada “diarrea del
viajero”, sobre todo en personas que visitan paises de América
Latina, India y el Sureste Asidtico®.

Desde inicios de los afios 90 se considera esta especie como un
importante agente patogeno en seres humanos, debido a que
ha sido identificado como el responsable de diversos brotes de
diarrea en paises desarrollados, asociados principalmente con
el consumo de frutas y vegetales contaminados con ooquistes
del parasito, provenientes de paises en vias de desarrollo®,
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Dentro de los alimentos implicados en estos brotes, los
reportados con mayor frecuencia son las frambuesas, las
fresas, la albahaca y alimentos utilizados para la preparacion
de ensaladas™.

El diagnostico etiolégico de C. cayvetanensis se realiza
observando los ooquistes en las muestras de heces, los cuales
se caracterizan por ser pequefos y esféricos, con un diametro
aproximado de 7.7 - 9.9 um™. A la hora de ser excretados,
aparecen en las heces como esferas conteniendo una serie de
globulos refractiles (Figura 1). Sin embargo, transcurridos
entre 7 y 15 dias posteriores a su excrecion'?, los ooquistes
ya han esporulado en el medio ambiente y se observan dos
esporoquistes dentro del ooquiste, con dos esporozoitos dentro
de cada esporoquiste”*?,

Isospora belli

El género Isospora fue establecido por Schneider en 1881
y la especie Isospora belli (sin. Cystoisopora belli) fue
descrita en 1923 por Wenyon'". Al igual que en el caso de
C. cayetanensis, este parasito causa diarreas prolongadas en
pacientes inmunosupresos y también hasido implicado en casos
de diarrea del viajero. Ademas de las manifestaciones clinicas
similares, £ belli comparte la misma distribucion mundial y
los mecanismos de transmisién con C. cayetanensis. Se ha
llegado a diagnosticar infecciones de caracter extraintestinal
en nodulos linfiticos mesentéricos, higado y bazo!"?.

La forma elipsoidal u ovoide y el tamafio aproximado de
10 - 20 um de sus ooquistes hacen que este parasito sea
facilmente reconocible en una observacién directa de una
muestra de heces. En el caso de los ooquistes inmaduros,
es comiin observar formas conteniendo un esporoblasto
o dos esporontes (Figura 2a y 2b) y posterior a 24 -72
horas, dependiendo de diferentes condiciones ambientales
(por ejemplo humedad, temperatura y concentracién de

inmaduros de Cyclospora cayetanensis en una
Elgurei 1, cauigles tamario varia entre los 7.7 pm y 9.9 ym

cién directa, a 40x. El ‘
S%S:nr’:’r?) de ellos se observan los glébulos refractiles.

se observan ooquistes maduros, los cuales

oxigeno)!'”
& Y cada uno de ellos con cuatro

contienen dos esporoquistes,

esporozoitos.

Apesar de la sencilla identificacion de este pardsito en muestras
de heces, la intermitencia en la excrecion de estas formas hace
que se recurra a técnicas de concentracion y tinciones para

poder recuperar los ooquistes.
Cryptosporidium sp.

El género Cryptosporidium lo describié Tyzzer por primera

vez en ratones, en el afio 1907. En 1976 se report6 en un niiio

inmunocompetente y en un adulto inmunosupreso y se implico
como agente causal de enfermedad gastrointestinal en seres
humanos. Solamente 8 casos humanos habian sido descritos en
la literatura hasta que aparece el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) y el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), lo que resulté en un aumento considerable en el
diagnostico de casos de criptosporidiosis''?, Desde entonces
se ha ligado esta enfermedad parasitaria con pacientes VIH

Figura 2. Ooquistes inmaduros de fsospora belli en una observacion directa, a 40x. El tamafio varia entre los 10 pm y 20 ym y

deniro de ellos se observa: a) un esporoblasto o b) dos esporontes,
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Lsitivos y se considerd la criptosporidiosis, con diarrea d
» - i . c

s de un mes de duracién, como una condicion incluida en

.+ definicion de caso de SIDA (revisada en 1987 por el Centro

,ara el Control y la Prevencién de Enfermedades -
_us siglas en inglés- y la OMS)(14.15.16) CDC, por

Dos especies son las principales responsables de a infeccion
-n seres humanos: C. hominis y C. parvum. Esta iltima se
vincula con una gran cantidad de especies animales come
hospederos, entre ellos animales domésticos(!, Ej hecho de
que la enfermedad producida por Cryptosporidium parvum sea
considerada una zoonosis, asegura la permanencia de| i
en la naturaleza, implicindose asi, diferentes animales en sy
diseminacion.

La criptosporidiosis se caracteriza por cuadros de diarrea de
aproximadamente dos semanas de duracién e incluso diarreas
persistentes y problemas de malabsorcion, manifestaciones
que son graves sobre todo en personas inmunosupresas, con
recuentos bajos de linfocitos CD4* (<180 linfocitos/mm?)!719),
Se reportan también manifestaciones extraintestinales en esta
poblacion, principalmente en el higado, pancreas ¢ incluso en
el arbol traqueo-bronquial'®. Una caracteristica que diferencia
este parasito de las dos especies de coccidios mencionadas
anteriormente es la capacidad de producir autoinfecciones
debido no sélo a la excrecion de ooquistes maduros sino
también a la produccion de ooquistes de pared delgada, estos
altimos capaces de liberar formas (esporozoitos) que van a
infectar nuevas células dentro del mismo hospedero!'®.

Este parasito ha sido el responsable de muchos brotes asociados
con agua contaminada y junto con Lamblia intestinalis son los
parasitos que mas casos de diarrea por esta via han generado en
paises desarrollados®. Cryptosporidium sp. ha sido clasificado
por la OMS como un “patogeno de referencia”, utilizado como
indicador de la calidad del agua?. Se ha reportado también
su transmisién por aguas recreacionales contaminadas''” y
por contaminacion alimentaria, recuperandose ooquistes de
vegetales frescos y mariscos®®*'.

Caracteristicas como la baja dosis infectante, la excrecio’p de
ooquistes ya esporulados y la resistencia de esos ooquistes
a condiciones ambientales y a los métodos utilizados para
¢l tratamiento y purificacion de las aguas para consumo
humano, hacen indispensable el diagnosticar este cpcmdm.
la identificacion se realiza observando los ooquistes de
s son esféricos y tienen un tamafo
debido al pequeiio tamafio de estos
desapercibido si se utiliza
por lo que se recomiepda
| correcto diagndstico.
ntar en su interior 4
stes''¥, a diferencia

pared gruesa, los cuale
aproximado de 4 - 6 pm*;
ooquistes, el parésito podria pasar
solamente la observacion directa,
realizar tinciones para asegurar e
f-st0s ooguistes se caraCtenzan por presen
esporozoitos, sin la presencia de esporoqui
de C. cayetanensis ¢ 1. belli.
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Diagnéstico de coccidios intestinales

s:uell:;lasac;l;:luliz:’q, ex'ist_e disponible una gran cantidad de
impleme‘:uar el lagn(’)sh‘co de coce idios intestinales. Antes de
S alguna técnica de diagndstico, se debe considerar
gUnos aspectos importantes como la consistencia de la
Muestra y algunas caracteristicas de la diarrea producida por
este grupo de parésitos, las cuales se resumen en la Tabla 1.

La microscopia es la herramienta mis utilizada para este fin y
sc'e er_nplean con mayor frecuencia la observacion directa y las
tecnicas de concentracion y tincion. Existen ademds técnicas
Inmunolégicas y moleculares desarrolladas, pero el alto costo
de la mayoria de ellas y la necesidad de contar con equipo
especializado son aspectos que limitan su uso a estudios
epidemiol6gicos e investigacion.

A continuacion se hace referencia a algunas de las técnicas
disponibles para el diagnéstico de coccidios intestinales. Es
importante recalcar que un diagnéstico se reporta negativo
solamente cuando no se observan parésitos en al menos tres
muestras de heces, recogidas en dias alternos®.

Observacion directa

Esla técnica que se emplea de rutina en los laboratorios clinicos
para muestras de heces. Se acostumbra realizar un montaje
de la muestra en solucién salina al 0.85% y en solucion de
lugol doble. En este caso, es imprescindible tomar en cuenta
las caracteristicas de los ooquistes en una muestra de heces con
poco tiempo de excrecion y poder realizar la diferencia de estos
ooquistes inmaduros, en el caso de C. cayetanensis e I. belli
(Figura 1, Figura 2a y 2b).

El diagnostico de Cryptosporidium sp. no se realiza por
medio de la observacion directa, debido al pequefio tamafio
de los ooquistes. Ademas, al ser la excrecion de ooquistes
intermitente y eliminarse un nimero bajo de coquistes en estas
enfermedades parasitarias'?, se recomienda acompafar la
observacion directa al menos con una técnica de concentracion
y la posterior observacién y tincion del material obtenido de

la concentracion.

Si se desea, se puede afadir dicromato de potasio a las
muestras de heces para preservarla y permitir que se produzca
la esporogonia®. Con ésto se logra realizar gna.nc.ienuﬁcaclon
con ooquistes maduros y mantener la vmblhdad. de Igs
ooquistes y la capacidad de infectiv_idad de los pardsitos. Sin
embargo, tiene como desventaja el tiempo que se debe esperar
para que se de esta reproduccion asexual,. el cual compf'ende
de 7 a 15 dias en el caso de C. cayetanensis y de 1 a 3 dias en
el caso de /. belli'®'?, como ya ha sido mencionado.
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Tabla 1. Caracteristicas de la diarrea en pacientes con coccidios In

Inmunocompetentes: « Inicio abrupto.

{en algunos casos).
. Acuosa, secretora e intermitente.

testinales 71218222831

. Acompanada de calambres abdominales y fiebre de bajo grado

. Intensidad variable (5- 7 deposiciones/dia). ]
. Generalmente de 5 a 14 dias, podria prolongarse hasta un mes 0 mas.
. No es comuin la presencia de eritrocitos ni leucocitos.

Volumen 19, N° 1, Enero - Marzo, 2013.

Concentraciéony
tinciones

Las técnicas de concentracion
mediante  sedimentacion y
flotacion son técnicas que deben
emplearse para el diagnéstico de

Inmunosupresos:

. Diarrea crénica y reincidente, semejante a la que se presenta en el colera.
. Acompanada de pérdida de peso y deshidratacion.
. Intensidad variable (se reporta una excrecién de hasta 17L de heces/dia).

parasitos intestinales en general.
En el caso de los coccidios,
la técnica de concentracion

Tabla 2. Procedimiento para realizar la concentracion de Ritchie®

Colocar 1 g de heces en un recipiente pequeno.
Agregar 10 mL de agua destilada o solucion salina.
Fraccionar la muestra con ayuda de aplicadores.

1 cm antes del borde.
Centrifugar a 2000 rpm durante 2 minutos.

quede claro.
5 minutos.

vigorosamente.

sobrenadante.

observar al microscopio.

Filtrar con gasa y agregar de nuevo agua destilada o solucién salina hasta

Decantar el sobrenadante y repetir el paso hasta que el sobrenadante
Agregar al sedimento 4 mL de formalina al 10%y dejar en reposo durante
Agregar 3 mL de éter o acetato de etilo, tapar el tubo y agitar

Quitar el tapon y centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos.
Romper el tapon de detritos con la ayuda de un aplicador y decantar el

Colocar una gota del sedimento entre portaobjetos y cubreobjetos y

por sedimentacién utilizando
formalina-acetato de etilo (concentracion de
Ritchie) (Tabla 2) es una técnica empleada
con frecuencia”, ademas de la técnica de
concentracion por flotacion, utilizando la
solucion azucarada de Sheather (Tabla 3)
@4 Fxisten otras técnicas de concentracion
como la sedimentacion con agua, la
sedimentacion ~ con  acido-éter y la
flotaciéon con sulfato de Zinc (Faust)®. Se
recomienda el uso de estas técnicas para
aumentar las probabilidades de detectar
parasitos intestinales ya que son faciles de
realizar, la probabilidad de cometer errores
técnicos es baja y permite la recuperacion de un
amplio rango de organismos®®.

tubo.

suspension uniforme.
Centrifugar durante 2 minutos a 1500 0 2000 rpm.
Recoger el material flotante con una pipeta Pasteur.

Colocar 1 mL de heces homogeneizadas en un tubo de centrifuga.
ARadir solucién saturada de azicar hasta llegar a 0,5 cm del reborde del

Colocar un tapén de corcho e invertir varias veces hasta obtener una

Colocar entre portaobjetos y cubreobjetos y observar al microscopio.

Con respecto a las tinciones empleadas para el
diagnéstico de estos parasitos, deben utilizarse
las tinciones de écido resistencia. Debido a las
caracteristicas estructurales de la doble pared
de los ooquistes, técnicas convencionales de
tincién como las tinciones de Giemsa o Wright
no permiten colorear los parasitos puesto que el
colorante no logra penetrar el ooquiste. En estos
casos, se tiflen otras estructuras presentes cn
la muestra de heces y los ooquistes quedarian

Figura 3. Tincibn de Wright de una muestra con ooquistes de
Crypstosporidium sp., 100x. Debido a las caracteristicas estructurales
de la pared, los ooquistes no se logran tefir.

como espacios claros, a manera de tincion
negativa. La Figura 3 muestra la seccion de un frotis de heces
con ooquistes de Cryptosporidium sp. tefiido con colorante de
Wright.

En el caso de las tinciones de dcido resistencia, la tincion
mas utilizada es la de Ziehl-Neelsen modificada (Tabla
4) aunque también pueden emplearse las tinciones
Kinyoun, dimetilsulfoxido-carbolfucsina y safranina-
azul de metileno”?"2% La tincion de Koster modificada
(Tabla 5) es una tincion diferencial para Cryptosporidium
sp. ya que permite la visualizacion de los esporozoilos
dentro del ooquiste, a diferencia de la tincion de Ziehl-
Nc.elsen”". Deberia considerarse el emplear esta tincion de
ru.tma en muestras diarreicas, donde se sospeche de una
criptosporidiosis.
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para el diagndstico  de coccidios
intestinales  es  posible realizar la
iincion auramina-fenol. La desventaja
de considerar esta técnica es que
necesariamente se debe contar con un
microscopio de fluorescencia’™'*.

fn las Figuras 4a, 4b y 4c se muestran
ooquistes teiiidos con la tincion de Ziehl-
Neelsen modificada y en la Figura 5
observan algunas estructuras que
con comunmente confundidas con Figura 4. Tincién de Ziehl-Neelsen de una
ooquistes. Los resultados de esta tincion ~ muestra con: a) ooquistes de Cyclospora
<on variables. observandose ooquistes ;aée;i:i?;:é :e) gfql:ésslesﬂgz n’fzsp'?ﬁ é’gh’i
que SC G 1j0_|0 it "’5?‘3" p?lldo Siv-Lns resultados de {g tini?én son %ariable:;
incluso ooquistes que no se tifien'”. observandose ooquistes que se tifien rojo
intenso, rosado o no se tifien.

SC

Fn la Figura 6 se observan ooquistes
tefiidos con una tincién de Koster, donde
los ooquistes de Cryptosporidium sp. se
observan de un color rojo palido contra

un fondo verde.
Autofluorescencia

Los ooquistes de C. cayetanensis
fluorescen bajo una longitud de onda
de 450 - 490 nm y se observan de color
verde”*” mientras que, utilizando una
longitud de onda de 340 - 380 nm es
posible observar los ooquistes de color
azul® al igual que sucede con los
ooquistes de [ belli®". Es importante
considerar que la intensidad de
la fluorescencia de los ooquistes
depende del tiempo de excretada la
muestra asi como de las condiciones
de almacenamiento”, por lo que la
autofluorescencia una técnica que no
s¢ recomienda para el diagnostico de
rutina de estos parasitos, ya que es Gtil

solamente si se cuenta con muestras Figura 5. Estructuras que comunmente se confunden con ooquistes al
recién emitidas. realizar la tincion de Ziehl-Neelsen, 100x.

Técnicas inmunoloégicas

En el caso de Cryptosporidium sp.
s¢ puede realizar diagndstico por
medio de separacion inmunomagnética e
inmunofluorescencia directa e indirecta
(con  anticuerpos  monoclonales),
aglutinacion en latex, hemaglutinacion
reversa pasiva y ELISA. También,
cxisten  reactivos comerciales de
nmunocromatografia para deteccion de
antigenos  del  pardsito en muestras

Figura 6. Tincion de Koster en una
muestra con Cryptosporidium sp., a
100x. Al ser una tincion diferencial para
este parasito, es posible observar los
esporozoitos dentro del ooquiste.
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frescas © preservadas(4#*323333) - como
por cjemplo el InmunoCard STAT
Cryptosporidium/Giardia® de Meridian
Diagnostics y el ColorPAC Giardial
Cryptosporidium® de Beckton Dickinson.
Dentro de las desventajas del uso de este
tipo de técnicas se encuentran el costo
elevado, la posibilidad de falsos positivos
por reacciones cruzadas y el que los

minuto.
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Tabla 4. Procedimiento para realizar la tincion de Ziehl-Neelsen modific
Hacer el frotis y dejar secar al aire. Fijar el frotis con alcohol metilico
durante 5 minutos. _

Colocar la carbolfucsina sobre el frotis y ca
haber emision de vapor, pero no hervir.

Lavar con agua.
Decolorar con alcohol 4cido durante 30 segundos o hasta que

trazas del color rojo. ]
Contrateiiir con azul de metileno o verde malaquita al 5% durante un

Lavar con agua y dejar secar al aire.
Observar al microscopio.

o, 2013.

ada“

lentar durante 5 minutos. Debe

solo queden

resultados van a verse afectados por la
consistencia de las muestras''”.

Tabla 5
Adn no ha sido posible el desarrollo de una 1
técnica inmunologica para el diagnostico
a nivel de especie®, aunque la
importancia de la identificacion a nivel de
especie es mas epidemiologica que clinica,
utilizdndose otro tipo de técnicas para este
fin y que sirven para evaluar infectividad,
principalmente en situaciones de brotes®®.

Procedimiento para realizar la tincion de Koster modificada®
Hacer el frotis y dejar secar al aire. Fijar el frotis con alcohol metilicode 2 a

5 minutos. ;
Secar en el mechero durante poco tiempo (hasta que el alcohol se queme),
Tefir durante 5 minutos con una mezcla de 2 partes de una solucién
acuosa saturada de safranina mas 5 partes de solucién de KOH al 5,6%.

Lavar con agua.
Diferenciar con acido sulfurico al 0,1% durante 10 segundos.

Lavar con agua.
Contratenir con verde malaquita al 5% durante 10-15 segundos.

Lavar con agua y dejar secar al aire.
Observar al microscopio.

Hasta el momento no existe disponible
comercialmente ninguna técnica
inmunolégica para el diagndstico de
C. cayetanensis"ni de 1. belli. Algunos inconvenientes para el
desarrollo de estas técnicas son la gran cantidad de ooquistes
que se necesitan y la falta de modelos animales donde

mantener estas especies’”.
Métodos moleculares

En el area del Diagnostico Molecular también se ha trabajado
en el diagnéstico de coccidios intestinales. Por ejemplo,
en el caso de C. cayetanensis existe una PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) utilizando el gen ARNr 18S, aunque
el producto amplificado no diferencia entre especies de
Cyelospora sp. y Eimeria sp®”. Posterior a ésta, se desarrolld
una SNP-PCR™ y una PCR-RFLP (polimorfismo de longitud
de los fragmentos de restriccion) seguida de una visualizacion
por medio de electroforesis en gel, técnica que sirve para
distinguir entre los géneros mencionados anteriormente®”,
Se ha descrito también una RT-PCR“” y una PCR utilizando
ADN de la region ITS2“", Para el diagnostico de Isospora
belli también ha sido utilizada la técnica de PCR“2.

En el caso de Cryptosporidium sp. es mas comin el uso de
técnicas moleculares no solamente para el diagndstico en
muestras clinicas, sino también en muestras ambientales.
Se ha utilizado la hibridizacion fluorescente in situ (FISH),
técnica que funciona para la detectar ooquistes, pero no para
realizar diferenciacion de especies o genotipos; se propone
que la técnica funciona para la deteccion de ooquistes
viables exclusivamente, teoria que resulta controversial para
algunos autores”, La PCR-RFLP es atil para diferenciar
entre genotipos de Cryptosporidium sp™® y actualmente se ha
desarrollado una técnica de RT-PCR que permite un andlisis

5 A
™y

directo de secuencias que sirve para identificar cualquier
especie del género™*?,

Conclusiones

Los coccidios son pardsitos intestinales diagnosticables en
muestras de heces, no obstante, muchas veces no se utiliza la
metodologia adecuada para asegurar su correcto diagnostico.
Las concentraciones y tinciones de acido resistencia son las
técnicas recomendadas, ya que son de bajo costo, consumen
poco tiempo y los reactivos que se utilizan estan disponibles
en la mayoria de laboratorios clinicos. Se sugiere que cada
laboratorio establezca un protocolo para diagnostico de
pardsitos en muestras de heces que contemplen estas técnicas
ya que, aunque las técnicas moleculares son muy utiles
en estudios epidemioldogicos y taxondémicos de coccidios
intestinales, estas técnicas probablemente no lleguen a
desplazar a la microscopia en el diagnostico de rutina de estas
enfermedades parasitarias.

Referencias

I. Ravindran S, Boothroyd JC. Secretion of proteins into host cells by
Apicomplexan parasites. Traffic 2008, 9; 647-656.

2. World Health Organization, http:/ www.who.int/. Consultada: 02 de
noviembre de 2012.

3. Chalmers MR, Davies AP. Minireview: Clinical cryptosporidiosis.
Experimental Parasitology 2010, 124: 138-146.,

4. Michiels JF, Hof} man P, Bernard E, Saint Paul MC, Boissy C, Mondain
v, Le]_-“lchpux '8, Loubler@ R. Intestinal and extraintestinal Isospora belli
infection in an AIDS patient. A second case report. Pathology, Research
and Practice 1994, 190: 1089-1094.

8 Bgldursson. S, Karanis _P. Waterborne transmission of protozoan
parasites: Review of worldwide outbreaks — An update 2004-2010. Water
Research 2011, 45: 6603-6614.

Escaneado con CamScanner



B -

e

T s

R

i
iy

1}
1 )

Escaneado con CamScanner




