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1. RESUMEN

Cryptosporidium es un pardsito protozoo zoondtico de transmision feco-oral, ya sea por
contacto directo con animales, personas infectadas, tras la ingestion de alimentos o agua
contaminada. La dosis infectiva es muy baja y aunque en los individuos sanos ocasiona un
cuadro de diarrea acuosa, la criptosporidiosis puede ser mortal en pacientes
inmunodeprimidos. Teniendo en cuenta que los brotes epidémicos son cada vez mas
frecuentes, sobre todo los asociados a aguas de bebida o aguas recreativas contaminadas, la
investigacion sobre los diferentes métodos de inactivacién de estos patégenos es un desafio de

gran actualidad.

Se han analizado los articulos publicados en los Ultimos afios sobre dicha materia, repasando y
actualizando la informacion sobre epidemiologia, importancia en salud publica, brotes tanto en
Espafia como en la U.E, transmision del parasito y especialmente, las publicaciones mas
recientes sobre tratamientos del agua. Ademas, en la parte experimental del trabajo, se han
realizado diversos ensayos con ooquistes purificados de Cryptosporidium de origen animal,
para determinar la pérdida de viabilidad como consecuencia de la aplicacién de diferentes
tecnologias: los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEF) y la irradiacion UV-C, asi como la
combinacién de ambas aplicadas a diferentes intensidades y temperaturas. El grado de

inactivacion de los ooquistes se evalué mediante tincién con colorantes vitales.

En las diferentes pruebas del estudio experimental del TFG se utilizd un aislado de ooquistes de
Cryptosporidium, concentrados y purificados a partir de terneros infectado de forma natural. El
porcentaje de inactivacion fue mayor tras el tratamiento de irradiacién UV-C de mayor
intensidad (210 mJ/cm?) frente al de menor intensidad (28 mJ/cm?). Después del tratamiento
mas moderado se consiguid inactivar aproximadamente un 40 % de los ooquistes, mientras
que, tras el tratamiento mas intenso, la inactivacién aumento hasta el 80 %. Por otro lado, el
tratamiento PEF de 25 kV/cm produjo la inactivacion del 45 % de los ooquistes de
Cryptosporidium, mientras que el tratamiento mas intenso (31,2 kV/cm) inactivé el 50%. El
aumento de la temperatura de aplicacién de los PEF desde los 25 T a los 40C se tradujo en un
incremento del porcentaje de inactivacion desde el 45 % al 62 %. Por Ultimo, se observaron
diferencias estadisticamente significativas al combinar la irradiacidon UV-C con el tratamiento de
PEF mas intenso (31,2 kV/cm) respecto a la aplicacion Unica de los PEF a la misma intensidad,

consiguiéndose un efecto sumatorio.

Tanto los tratamientos UV-C como los PEF resultan adecuados para inactivar ooquistes de este

parasito, incluso en combinacidon con otras tecnologias, sin embargo, en las condiciones



estudiadas no son suficientes para inactivar la totalidad de los mismos, por lo que en un futuro

seran necesarias nuevas aportaciones en esta linea de investigacion.

Palabras clave: Cryptosporidium, criptosporidiosis, métodos de desinfeccidon, transmision

hidrica, PEF, Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje, UV-C, protozoos, brotes.

2. ABSTRACT

Cryptosporidium is a zoonotic protozoan parasite transmitted through the fecal-oral route, ei-
ther by direct contact with infected animals or humans, or by consuming contaminated food or
water. The infectious dose is very low, and although healthy individuals often show no symp-
toms, the most common manifestation is watery diarrhea, which can be fatal in immunocom-
promised patients. Considering the increasing frequency of epidemic outbreaks, especially
those linked to contaminated drinking or recreational water, researching various methods to

inactivate these pathogenic parasites is a crucial challenge.

Recent articles on this topic have been reviewed to update information on epidemiology, public
health significance, outbreaks in Spain and the EU, parasite transmission, and especially the
latest advancements in alternative water treatments. Additionally, in the experimental part of
the study, various tests were conducted with purified Cryptosporidium oocysts of animal origin
to determine the loss of viability due to different technologies: Pulsed Electric Field (PEF) and
UV-C irradiation, as well as their combination at different intensities and temperatures. The

degree of oocyst inactivation was measured using vital dye staining.

In the different tests of the TFG experimental study, an isolate of Cryptosporidium parvum oo-
cysts was used, concentrated and purified from a naturally infected calf. The inactivation per-
centage was higher after the higher intensity UV-C irradiation treatment (210 mJ/cm?) com-
pared to the lower intensity (28 mJ/cm?). The moderate treatment inactivated approximately

40% of the oocysts, while the more intense treatment increased inactivation to 80%.

On the other hand, the PEF treatment at 25 kV/cm resulted in 45% inactivation of Cryptosporid-
ium oocysts, while the more intense treatment (31.2 kV/cm) resulted in 50% inactivation. Ad-
ditionally, increasing the application temperature of the PEF from 25 to 40C increased inactiva-

tion from 45% to 62%.



Finally, statistically significant differences were observed when combining UV-C irradiation with
the most intense PEF treatment (31.2 kV/cm) compared to the sole application of PEF at the

same intensity, achieving an additive effect.

Both UV-C treatments and PEF may be effective in deactivating oocysts of this parasite, either
individually or in combination with other technologies. However, current findings suggest they
are insufficient to fully prevent transmission. Hence, further research is crucial to enhance

these methods for more effective mitigation.

Keywords: Cryptosporidium, cryptosporidiosis, disinfection methods, waterborne transmission,

pulsed electric fields, PEF, UV-C, protozoa, outbreaks.

3. INTRODUCCION

3.1 Taxonomia

Cryptosporidium spp. es un parasito protozoo intracelular perteneciente al phylum
Apicomplexa, clase Sporozoasida, subclase Coccidiasina, orden Eucoccidiorida, suborden
Eimeriorina y familia Cryptosporidiidae, identificado por primera vez por Ernest Edward Tyzzer

en ratones en 1907.

Gracias al empleo de herramientas moleculares se han reconocido 42 especies diferentes,
entre las que destacan C. hominis y C. parvum, consideradas responsables de la mayoria de las

infecciones en humanos (Zahedi y Ryan, 2020).

C. hominis es una especie de transmision preferentemente antropondtica, aunque su presencia
se ha denunciado esporadicamente en diversos animales. Por el contrario, C. parvum es una
especie potencialmente zoondtica, pudiendo infectar a una gran diversidad de mamiferos,
entre los que destacan los rumiantes, ademds del ser humano. Cabe destacar que
Cryptosporidium es un parasito de distribucién ubicua, con una baja dosis infectante (132
ooquistes para C. parvum y 10-83 para C. hominis) y elevada resistencia a los desinfectantes
utilizados para potabilizar el agua de bebida, lo que lo convierte en el protozoo de transmision

hidrica mas prevalente en los paises desarrollados (Costa et al.,2020).

3.2 Ciclo bioldgico

Cryptosporidium spp. infecta las células epiteliales del tracto gastrointestinal de vertebrados.
Su ciclo bioldgico es monoxeno y por tanto se desarrolla integramente en el mismo

hospedador (Figura 1). La infeccidn se produce por via oral, mediante la ingestion de alimentos



0 agua contaminados con ooquistes y al llegar al estdmago, se liberan cuatro esporozoitos que
invaden los enterocitos. En esta fase de desenquistamiento, los factores mds influyentes son las
sales biliares, la temperatura corporal (alrededor de 372C) y la tripsina (De Felice et al.,2023).
Una vez en el interior de las células epiteliales del intestino, tienen lugar dos ciclos de
reproducciéon asexual (merogonia o esquizogonia), que generan numerosos Mmerozoitos y

ocasionan una intensa destruccién del epitelio cuando éstos se liberan a la luz intestinal.

A continuacién, se produce una reproduccidn sexuada (gametogonia) que genera
microgametos y macrogametos, cuya fusion da como resultado un cigoto, que se rodea de una
pared para formar el estadio de resistencia u ooquiste. La uUltima etapa del ciclo es la
esporogonia, que a diferencia de otros coccidios es intracelular y da lugar a la formacién de 4
esporozoitos haploides dentro de cada ooquiste. La mayoria de los ooquistes tienen pared
gruesa y se eliminaran con las heces, pudiendo ser ingeridos por otro hospedador y el ciclo
empezard de nuevo. No obstante, aproximadamente el 20% de los ooquistes tienen una pared
fina que se rompe antes de ser excretados en las heces, pudiendo infectar nuevas células y

siendo responsables del fendmeno de autoinfeccidn.
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Figura 1: Ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp (Centers for Disease Control and Prevention, 2024).



3.3 Epidemiologia e importancia en salud publica

Entre las enfermedades de transmision alimentaria recogidas por la OMS en 2012, se incluyé
una relacién de 24 parasitos sobre los que dicho organismo aconsejaba intensificar el control a
nivel mundial. Entre todos ellos, en Europa se dio prioridad a Toxoplasma gondii, Trichinella
spiralis, Echinococcus multilocularis, E. granulosus y Cryptosporidium spp. La prevalencia global
de criptosporidiosis en poblacion humana es de 7,6%, aunque dicha cifra se incrementa en
paises en vias de desarrollo hasta 31,5%, con una media de 10,4%. La prevalencia en los paises
desarrollados oscila entre 0,1 y 14,1%, con una estimacidon promedio de 4,3% (Garcia y

Hayman, 2023).

La criptosporidiosis es una enfermedad de declaracion obligatoria (EDO) en los siguientes
paises de la Unién Europea: Alemania, Austria, Bélgica, Dinamarca, Espafia, Estonia, Finlandia,
Francia, Hungria, Irlanda, Italia, Letonia, Lituania, Luxemburgo, Paises Bajos, Polonia, Republica
Checa y Suecia. A estos paises hay que afiadir Noruega y Suiza, que si bien no forman parte de
la UE participan en el Sistema Europeo de Vigilancia. En Espana es una enfermedad de
declaracién obligatoria desde marzo de 2015 y su registro se lleva a cabo en el Centro Nacional

de Epidemiologia (CNE, Instituto de Salud Carlos III- ISCIII) (Figura 2).

Los principales factores de riesgo en la transmisiéon de la enfermedad son el contacto con
animales y humanos infectados, el contagio intrafamiliar y en instituciones cerradas como
guarderias, la ingestién de alimentos o agua contaminados, tanto agua de bebida como aguas
de uso recreativo, las condiciones de saneamiento e higiene deficientes y los viajes a zonas

endémicas (Bouzid et al.,2018).

En cuanto a los grupos de riesgo, destacan principalmente los nifios menores de 5 afios de
paises en vias de desarrollo, en los que la criptosporidiosis es la segunda causa mas comun de
mortalidad relacionada con la diarrea, después de las infecciones por rotavirus (Reh et
al.,2019). El impacto de la enfermedad es también mayor en estos paises debido al
saneamiento deficiente, las limitaciones en el acceso a agua potable y las dificultades en la
atencidn sanitaria y diagnéstico, por lo que las tasas de mortalidad y morbilidad son mayores

(Pane y Putignani, 2022).

Ademas, esta enfermedad tiene especial importancia en personas inmunodeprimidas como
pacientes infectados por el VIH, aquéllos que han recibido algun tipo de trasplante o estdn
desnutridos, en los cuales se agravan los sintomas y se incrementa la mortalidad, que puede
llegar hasta el 70 % en seropositivos al VIH (Doménech et al, 2022). Por otra parte,

Cryptosporidium es también prevalente en nifios en edad preescolar de paises desarrollados.



Sin embargo, es posible que las cifras oficiales solo presenten una fraccion de la incidencia real,

ya que los casos asintomaticos no suelen notificarse o pueden estar infra-diagnosticados (Reh

et al.,2019).

En cuanto a la estacionalidad de la criptosporidiosis, se ha descrito un aumento de casos en
Europa a finales de primavera y finales de verano-principios de otoino, coincidiendo con el
aumento de viajes y el uso de piscinas (Costa et al.,2020). Cabe destacar que un brote de esta
enfermedad en aguas recreativas puede provocar un enorme numero de casos, ya que una
persona infectada puede excretar 107-108 ooquistes en un incidente diarreico en el agua y
éstos pueden sobrevivir mas de 7 dias a las concentraciones recomendadas de mas de 1 ppm.
de cloro libre disponible en aguas de piscinas (Gharpure et al.,2019). Las fuertes lluvias y otros
fendmenos meteoroldgicos también pueden empeorar la calidad de las reservas de agua y

traducirse en un incremento del nimero de casos (Franceschelli et al.,2022).
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Figura 2: Distribucion mensual de casos de criptosporidiosis en Espafia (Ministerio de Sanidad- Direccion
General de Salud Publica, 2023).

3.4 Evolucion de la criptosporidiosis humana en Europa

Como se ha mencionado anteriormente, la criptosporidiosis es una emergencia sanitaria
mundial, especialmente para nifios y pacientes inmunocomprometidos. Segun el Centro
Europeo de Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC), en 2018 se produjo un incremento
de casos en comparacion con afios anteriores, notificandose

un total de 4.252 casos en 20 paises de la Union Europea. El 76% de los mismos se



denunciaron en Alemania, Paises Bajos, Espafia y Reino Unido, con una media de 4,4 casos por

100.000 habitantes (Pane y Putignani, 2022).

El afio pasado también se constaté un incremento de casos de criptosporidiosis en Irlanda,
Luxemburgo, Reino Unido y los Paises Bajos, desde finales de agosto hasta alcanzar el maximo
en septiembre. Este aumento se relaciond con condiciones climaticas extremas como fuertes
lluvias, inundaciones y olas de calor, asi como el incremento de viajes (European Centre for

Disease Prevention and Control, Solna, Sweden, 2023).

Este incremento también se constatd en Espafia en 2023, con un total de 3.400 casos, en
comparacién con los 4.739 registrados en nuestro pais entre 2016 y 2022. La mayoria de casos
denunciados el ano pasado estuvieron asociados a brotes acontecidos en piscinas o al
consumo de agua de las redes de abastecimiento (Ministerio de Sanidad- Direcciéon General de
Salud Publica, 2023). Por el contrario, y al igual que ocurrié con otras enfermedades
gastrointestinales en la Unién Europea, la cifra de casos de criptosporidiosis notificados en
2020 fue mucho menor que en los afios previos, circunstancia relacionada con las restricciones
globales por la pandemia de COVID-19 y las consiguientes medidas en cuanto a fomento de la
higiene de manos, reduccion de viajes, menor mezcla social y el cierre de instalaciones

relacionadas con la transmisién como piscinas.

A partir de 2021 volvieron a aumentar significativamente los casos (Bacchetti et al., 2023), ya
que tanto la respuesta inmune adaptativa como el sistema inmunoldgico general de la
poblacién se debilitaron notablemente debido a una menor exposicién al parasito. Ademads, un
estudio realizado en 2023 por la Universidad de El Cairo demostré que la gravedad de la
criptosporidiosis era mayor en pacientes con antecedentes de COVID-19 en comparacién con
personas que no habian estado infectadas por el virus, como consecuencia del aumento de
biomarcadores inflamatorios, especificamente factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y

calprotectina fecal (FCAL), asi como el efecto inmunosupresor del COVID-19 (Enas et al., 2023).

3.5 Transmision hidrica

Una de las principales vias de contagio de la criptosporidiosis humana es el agua contaminada.
Aunque los ooquistes no se multiplican en el agua, su pequeno tamano les permite escapar a
los tratamientos convencionales de filtracién y pueden sobrevivir durante largos periodos de
tiempo expuestos al cloro y otros productos quimicos normalmente utilizados para la

potabilizacién del agua de consumo (Augendre et al., 2023).



Un estudio sobre los brotes transmitidos por agua (Moreira y Bondelind, 2017) indica que las
principales causas de contaminacién del agua potable y por tanto de transmisidn de parasitos
son, entre otras: la descarga de aguas residuales a la fuente de agua tanto superficial como
subterranea, el aumento de color y turbidez del agua, razones técnicas como fallos en la
desinfeccidn y deficiencias en el equipo de cloracién o tratamiento UV y causas relacionadas
con la red de distribucion como roturas de tuberias, contaminacion de embalses o conexiones
cruzadas. Entre los numerosos brotes notificados en paises desarrollados destacan los
acontecidos en la primavera de 1993 en la ciudad norteamericana de Milwaukee, con mas de
400.000 personas afectadas, asi como los 47.000 casos notificados en Suecia entre 2010y 2011
(Garcia y Hayman, 2023). Entre 2011 y 2016, en todo el mundo se denunciaron un total de 381
brotes de gastroenteritis de origen hidrico y etiologia parasitaria, siendo Cryptosporidium spp.

responsable del 63% de los mismos (Cullinan et al., 2020). (Garcia y Hayman, 2023).

Entre los brotes de criptosporidiosis humana de origen hidrico acontecidos en nuestro pais,
cabe destacar el declarado en la localidad zaragozana de Tarazona en 2023, relacionado con la
contaminacion de las aguas del rio Queiles de las que se abastece la ciudad y municipios
limitrofes. En total se notificaron mds de 500 afectados a lo largo de 47 dias en los que el
consumo del agua de la red estuvo restringido. Concretamente, el episodio de gastroenteritis
se declaré el fin de semana del 9 al 10 de septiembre del 2023, por lo que, en aplicacion del
Decreto 265/2023 de 25 de octubre del Gobierno de Aragdn, se implantaron restricciones en el
consumo de agua de abastecimiento del municipio de Tarazona, asi como en Torrellas, Novallas
y Los Fayos (NTM/ EFE, 2023). Como medida de control para prevenir brotes futuros, la
administracion autonémica y local implantd un sistema de tratamiento de luz ultravioleta (UV)
en la Estacion de Tratamiento de Agua Potable (ETAP) de Tarazona. El sistema funciona desde el
20 de noviembre de 2023 y cuenta con lamparas de mercurio de baja presiéon que emiten luz

concentrada al 90 % (Ayuntamiento Tarazona, s.f.).

Otro importante foco de transmisién hidrica de la criptosporidiosis responsable de numerosos
brotes es la ingestion accidental de aguas en piscinas o instalaciones acuaticas recreativas
contaminadas previamente por personas que han utilizado dichos servicios. La infeccion en
este caso se considera mas probable en las piscinas para nifios, donde es mas frecuente la
liberacién accidental de materia fecal y el bajo volumen de agua compromete su calidad
(Cullinan et al., 2020). De hecho, se calcula que un incidente de contaminacion fecal en una
piscina de 450m? puede suponer la liberacién de unos 20.000 ooquistes por litro. Si se estima

que en 45 minutos en una piscina los nifios ingieren un promedio de 37 ml de agua y los



adultos 16 ml, un nadador que trague tan solo 10 ml de agua podria ingerir 200 ooquistes, lo

que resulta muy superior a la dosis minima infectante (<100 ooquistes) (Wood et al., 2019).

3.6 Sintomatologia en humanos

La criptosporidiosis se manifiesta como una gastroenteritis aguda con un periodo de
incubacién medio de 7 dias (1-10 dias). El curso clinico se caracteriza por diarrea acuosa
profusa, junto con otros sintomas como calambres abdominales, nauseas, debilidad muscular,
febricula o anorexia. La sintomatologia se resuelve espontdneamente en 2-3 semanas en
personas inmunocompetentes, aunque puede prolongarse en bebés vy pacientes
inmunocomprometidos, en los que podria ser potencialmente mortal (Watier-Grillot et al.,

2022).

Por otro lado, hay estudios que sugieren que la criptosporidiosis puede tener también efectos
negativos para la salud a largo plazo que incluyen: dolor abdominal, vémitos, diarrea, pérdida
del apetito, sindrome del intestino irritable, artritis-reactiva, pancreatitis aguda, dolor de las
articulaciones y fatiga, sindrome urémico hemolitico o sindrome de Reiter (Carter et al., 2020).
No obstante, cabe destacar que algunas personas infectadas son asintomaticas, por lo que en

ellas se dificulta el diagndstico.

En la siguiente Figura se observan los hallazgos de un estudio clinico en el que 77 % de los
casos presentaron diversos sintomas (582/750), y se registraron 7 fallecimientos, todos ellos en

pacientes inmunocomprometidos (Costa et al., 2020).

Symptom Number of Cases Proportion (%)
Diarrhea 569 98
Fever 128 22
Nausea 124 21
Weight loss 155 27
Dehydration 86 15
Abdominal pain 257 44
Vomiting 143 25
Respiratory signs 10 2
Increased CRP 57 10
Altered liver function 29 5
Others * 46 8

* Asthenia, myalgia, constipation and bloody stools.

Figura 3: Sintomas registrados en los casos notificados de criptosporidiosis (Costa et al, 2020).

La inmunidad frente a Cryptosporidium spp., se debe a respuestas inmunes tanto adaptativas
como innatas. Esta Ultima se produce gracias a células dendriticas, NK, quimiocinas, éxido
nitrico sintasa, receptores de tipo Toll y macréfagos; mientras que la adaptativa la producen
principalmente los linfocitos B y T. Los linfocitos Th1l CD4 producen INF-y, IL-2, IL-12 y TNF que

actuan contra parasitos intracelulares con la ayuda de Th2. Se han descrito infecciones mas



graves en personas con un recuento de CD4 menor a 200 células por mm? (Vanathy et al.,

2017).

3.7 Métodos de diagndstico

El diagnéstico microscépico de la criptosporidiosis en las muestras fecales requiere métodos de
concentracion (flotacién y sedimentacién), asi como multiples técnicas de tincidn, debido al
pequefio tamafio de los ooquistes. A su vez, se recomienda tomar tres muestras fecales
recogidas en dias diferentes ya que la deteccién de los ooquistes puede ser intermitente
(Gerace et al., 2019). La deteccidén del parasito en el agua es compleja, estando estandarizados
Unicamente dos métodos (ISO 15553 y USEPA1623) muy semejantes en cuanto a su
metodologia, que incluye inicialmente la retencion de ooquistes mediante filtros
especialmente desarrollados con esta finalidad, su recuperaciéon posterior mediante separacion
inmunomagnética con anticuerpos monoclonales y la deteccién al microscopio por

inmunofluorescencia.

Por otro lado, para saber el genotipo o especie de Cryptosporidium resultan imprescindibles las
técnicas moleculares, ya que los ooquistes de la mayoria de especies son morfolédgicamente
indistinguibles al microscopio. La amplificaciéon por PCR o qPCR de un fragmento del gen de la
pequefia subunidad ribosomal (su ARN) es la herramienta mas comun para identificar la
especie, tanto en heces como en muestras de origen ambiental (Zahedi y Ryan, 2020; Watier-

Grillot et al., 2022).

3.8 Tratamiento del agua de consumo

El agua es un recurso imprescindible para la vida que puede tener consecuencias de gravedad y
especial magnitud para las personas que la ingieren en caso de estar contaminada por
microorganismo patdgenos, por lo que se somete a procesos de desinfeccion para eliminarlos o
inactivarlos. En las estaciones potabilizadoras, el agua se somete a distintos procesos como la

coagulacién, sedimentacion, filtracién y desinfecciéon (Figura 4) (Kristanti et al., 2022).
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Figura 4: Procesos de tratamiento de agua mds utilizados (Kristanti et al, 2022).
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El cloro y el ozono son los quimicos mas cominmente utilizados en la potabilizacién del agua,
con efecto oxidante sobre la membrana celular de los microorganismos. Este Ultimo, a pesar de
no dejar residuos en el agua, tiene como inconveniente que contamina el aire y ademas es
irritante para la piel, sistema respiratorio, ojos y membranas mucosas. El cloro es barato y facil
de utilizar, pero tiene efecto irritante sobre las mucosas y aporta un sabor desagradable al agua

en caso de utilizarse en exceso.

Un estudio que compara la eficacia del cloro para inactivar Cryptosporidium y Giardia en agua
(Adeyemo et al., 2019) afirma que los ooquistes de Cryptosporidium son mas resistentes al
cloro que los quistes de Giardia, por lo que necesitaran mayores dosis y tiempo de exposicion.
Sin embargo, se ha demostrado que dicho tiempo de exposicidon tiene un umbral, a partir del
cual, aunque se siga aumentando la exposicidn, el cloro no tendrd mayor efecto sobre la

viabilidad del parasito.

Otros métodos utilizados son la destilacién, técnica que consiste en calentar el agua
contaminada hasta la ebullicion. El calor inactiva el microorganismo y el vapor producido entra
en una seccién de enfriamiento para pasar nuevamente a un estado liquido al que se le han
podido eliminar hasta el 99,5 % de las impurezas. No obstante, la destilacion presenta como
gran inconveniente el ingente gasto de energia ademas de la necesidad de un mantenimiento
cuidadoso de los equipos (Kristanti et al., 2022). En cualquier caso, un método culinario para

desinfectar agua contaminada pasa por hervirla durante 5 minutos.

Por otra parte, los ooquistes de Cryptosporidium spp. son dificilmente retenidos mediante los
sistemas de filtracion mas comunes, ya que su didmetro es de tan sélo 4-5 um, mientras que el
umbral de corte de los sistemas de filtracion con arena (los utilizados normalmente para

tratamiento de aguas) es de unas 10 um (Watier-Grillot et al., 2022).

En definitiva, invertir en la investigaciéon de nuevos métodos de potabilizacién del agua o en la
mejora de los ya existentes en relacion a este parasito es imprescindible. La aparicion de brotes
relacionados con el agua de bebida, ademas de producir un gran impacto en salud publica
debido a los gastos médicos de tratamientos y hospitalizaciones y las posibles secuelas e
incluso muertes, puede reducir la confianza del consumidor, disminuir la aceptacidn por dicha

agua y aumentar el riesgo percibido.

3.9 Tratamiento de aguas recreativas

Los principales tratamientos del agua en piscinas incluyen generalmente una combinacién de

filtros presurizados para eliminar los sélidos en suspensién, con el fin de mantener la claridad
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del agua, junto con un biocida para inhibir el crecimiento o inactivar microorganismos. El
didmetro de poro de los filtros es de 600-800 um y normalmente contienen arena, aunque
también pueden contener vidrio reciclado triturado. Entre los biocidas mas comunes destaca el
hipoclorito sédico, asi como tratamientos fisicos como la luz ultravioleta o fisico-quimico

mediante electrélisis salina (Ministerio de Sanidad, 2022) (Figura 5).

Las industrias de tratamiento de agua afirman que la combinacién de floculacién/coagulacion,
filtracion y sedimentacién pueden llegar a eliminar entre el 97,2 y el 99,9% de los ooquistes.
No obstante, debido a la ausencia de sedimentacidn efectiva y de coagulacién, la eliminacién

de ooquistes en aguas recreativas suele ser menos efectiva (Wood et al., 2019).

Se estima que los ooquistes de Cryptosporidium pueden sobrevivir en el agua de una piscina
entre 3,5 y 10,6 dias a los niveles de cloro recomendados (1-3 mg/L) ya que son altamente
tolerantes a dicho compuesto por lo que el correcto control y mantenimiento de los filtros es

crucial para evitar brotes (Ortiz et al., 2020).

M Quimica
M Electrélisis salina

M Fisica

Figura 5: Distribucion del tipo de desinfeccion utilizada (%) (Ministerio de Sanidad, 2022).

3.10 Alternativas a los tratamientos convencionales de aguas

3.10.1 Pulsos eléctricos de alto voltaje

Una de las alternativas fisicas que este trabajo propone para inactivar los ooquistes de
Cryptosporidium son los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEF, de las siglas en inglés Pulsed
Electric Fields). Aungue su uso estd ampliamente extendido para la inactivacién no térmica de
bacterias en alimentos (Delso et al, 2022), esta tecnologia apenas se ha aplicado hasta el
momento para la inactivacion de parasitos, exceptuando los estudios recientemente
publicados con Anisakis y Trichinella (Abad et al., 2023) (Martinez et al., 2023). Sin embargo,

estos estudios como parte del proyecto PARAFree financiado por el gobierno de Aragdn y
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coordinado por el profesor Ignacio Alvarez de la Universidad de Zaragoza, han suscitado gran

impacto.

El pasado mes de abril, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, del inglés
European Food Safety Authority) ha re-evaluado ciertos aspectos de su opinidn cientifica de
2010 sobre evaluacidon de riesgos de pardsitos en productos pesqueros y en su nueva
publicacion ha tenido en cuenta la aplicacién de los PEF basdandose en los nuevos datos
cientificos (EFSA Panel on Biological Hazards, BIOHAZ, 2024). De todos modos, estos ultimos
estudios de inactivacién mediante PEF de parasitos se han centrado en la inactivacién de larvas
de nematodos, mientras que, segun las fuentes consultadas, hay escasa informacidn sobre el
efecto de los PEF en estas formas infectantes de protozoos, exceptuando el trabajo de Haas y
Aturalie, (1999). Sin embargo, transcurridos 25 afios desde este estudio, los equipos de PEF han

mejorado enormemente y las posibilidades de tratamiento son mucho mayores hoy en dia.

Los tratamientos de PEF consisten en someter a un producto colocado entre dos electrodos,
normalmente inmerso en una solucién acuosa, a campos eléctricos de alta intensidad (entre
0,5 y 30 kV/cm) mediante la aplicacion intermitente de pulsos de corta duracidn

(microsegundos a milisegundos) sin incrementar la temperatura del producto.

Si la intensidad del campo eléctrico es lo suficientemente elevada se produce un fenémeno
denominado electroporacion, que consiste en el incremento de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica al paso de iones y macromoléculas (Kotnik et al., 2012). Cuando se
produce la electroporacion, y dependiendo de la intensidad de tratamiento, la célula puede ser
capaz de volver a sellar los poros (electroporacidn reversible) o por el contrario, los poros se
vuelven permanentes (electroporacién irreversible). Debido a la pérdida de la homeostasis
celular por la pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana citoplasmatica, puede
llegar a producirse la inactivacion de la célula (Martinez et al., 2023). En concreto, cuando se
trata de aplicar esta tecnologia para inactivar microorganismos, el efecto que se busca es la
electroporacién irreversible para disminuir la viabilidad de las células a las que se desea

inactivar.

El desarrollo de ingenieria en esta tecnologia se ha acelerado en los Ultimos afios vy
actualmente existen grandes equipos comerciales de PEF implantados en la industria que
funcionan en flujo continuo. Por ejemplo, estos equipos a gran escala se usan desde hace afos
para el procesado de patatas fritas o la pasterizacion fria de zumos de frutas (Barba et al.,
2015). Ademas, mas recientemente se han empezado a utilizar los PEF para otra serie de

aplicaciones en la industria, como por ejemplo la extraccion de polifenoles y otras sustancias
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deseables de la uva en los procesos de vinificaciéon. La Organizacidn Internacional de la Vifia y
el Vino (International Organisation of Vine and Wine, OIV) admitié esta implementacidn en
2020 (OIV-OENO 634—2020). En estos casos se trabaja a flujos de miles de litros por hora, lo
que podria acercarse a la magnitud de caudal de procesado necesario para el tratamiento de

aguas.

El objetivo del presente trabajo seria conseguir la electroporacién irreversible de las
membranas celulares de Cryptosporidium, comprometiendo con ello su fisiologia hasta el

extremo de producir su inactivacién y evitar su transmisién por la via hidrica.

3.10.2 Tratamientos ultravioleta

Otra de las alternativas que proponemos estudiar es la irradiacion con luz ultravioleta (UV).
Aungue tradicionalmente se ha usado esta tecnologia como método desinfectante para el aire,
las superficies y la descontaminacion de aguas, su combinacién con la tecnologia PEF en la

inactivacidon de ooquistes nunca habia sido estudiada.

La luz ultravioleta es la parte del espectro electromagnético que va de 200 a 400 nm y se divide
en tres regiones: ultravioleta de onda corta (UV-C), de 200 a 280 nm; UV-onda media (UV-B),
de 280 a 320 nm; y UV de onda larga (UV-A), de 320 a 400 nm. Sus efectos sobre el material
genético son los principales responsables de la inactivacion microbiana, aunque también
pueden dafiarse otros componentes celulares como las proteinas. Por esta circunstancia, la
resistencia a la luz UV de un microorganismo especifico depende de la eficacia de sus
mecanismos de reparacién del ADN, asi como del grado de dafio al ADN inducido por el

tratamiento.

La UV-C constituye la regidn mas germicida y el pico de maxima eficacia se produce en
longitudes de onda de aproximadamente 260-265 nm, lo que corresponde con el pico de
maxima absorcion de ADN (Kowalski, 2009). La inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium
mediante irradiacidn UV-C es un método que ha sido ampliamente estudiado, debido a su
eficacia en la desinfeccién del agua y la eliminacién de patdgenos. La radiacién UV-C anula la
capacidad del parasito para replicarse y por tanto para infectar al hospedador (Rochelle et al.,

2005).

Se conocen cinco mecanismos de reparacién del ADN de los protozoos: reparacidn por escision
de bases (BER), reparacion de errores de coincidencia (MMR), reparacién por escisién de
nucledtidos (NER), recombinacion homéloga (HR), via de reversion directa del dafio y unidn de

extremos de ADN no homdlogo (NHE). Entre ellas, se puede destacar la reparacién BER, que
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corrige tanto pequefias lesiones del ADN como las bases dafiadas por desaminacién u
oxidacion; la reparacion MMR, que repara los errores de insercién/delecién de base-base
asociados a la replicacidon y también la Reparacién NER, encargada de arreglar lesiones del ADN

de mayor tamafio, como las provocadas por la radiacién UV (Smolarz et al., 2014).

La efectividad de la UV-C depende de la dosis, que es el producto de la intensidad de la luz y el
tiempo de exposicién. Se ha encontrado que dosis especificas (generalmente medidas en
mJ/cm?) son necesarias para lograr una inactivacidon adecuada en diferentes condiciones. Sin
embargo, la presencia de particulas en suspensiéon y otros materiales en el agua pueden
reducir la eficacia de la UV-C al absorber o dispersar la luz, impidiendo que ésta llegue a los
ooquistes. Por tanto, la turbidez del agua es un factor critico, ya que el agua mas clara permite

una mejor penetracion de la luz UV-C.

Pese a las citadas limitaciones y a diferencia de otros métodos de desinfeccidn, como la
cloracién, la UV-C no deja residuos quimicos y es eficaz contra los ooquistes de
Cryptosporidium cuando se aplica en condiciones ideales (agua transparente y con lamparas
colocadas en flujos pequefios). Sin embargo, la UV-C no proporciona un efecto residual, lo que
significa que el agua se puede volver a contaminar después de la irradiacion si no se toman

medidas adicionales.

En la practica, la irradiacion UV-C se utiliza ampliamente en plantas de tratamiento de agua
potable y en sistemas de purificacion de agua a menor escala, como los purificadores
domésticos. También se estd explorando su uso en la industria alimentaria y en la agricultura

para la desinfeccion de superficies y agua utilizada en riego.

La limitada letalidad microbiana de la luz ultravioleta en medios con alto coeficiente de
absorcién y turbidez, como pueden ser algunas aguas contaminadas, justifica la necesidad de
desarrollar procesos combinados simultaneos o sucesivos. La tecnologia UV se puede combinar
con procesos convencionales y otros procesos no térmicos para mejorar sus efectos letales
sobre los microorganismos. La letalidad de los tratamientos combinados puede deberse a
efectos aditivos o sinérgicos. Los efectos letales sinérgicos son preferibles a la hora de disefiar
procesos combinados porque permiten obtener un nivel especifico de inactivacidn, reduciendo
el aporte energético y la intensidad del tratamiento. Esta sinergia puede surgir cuando las
estrategias de inactivacidon aplicadas actian sobre el mismo objetivo vital, aumentando las
posibilidades de dafo irreversible, o cuando actuan en diferentes sitios, causando dafo

subletal en varias areas de las células, aumentando su potencial letal general (Ross et al. 2003).
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El disefio inteligente de tratamientos combinados requiere el conocimiento de los mecanismos
de inactivacién de cada tecnologia a aplicar. En el caso de las bacterias se ha observado un
efecto sinérgico al combinar la luz ultravioleta con calor suave, agentes quimicos y radiacion
ionizante. Sin embargo, la combinacién de luz ultravioleta con otras tecnologias no térmicas,
como los ultrasonidos para la higienizacion de zumos de frutas, ha dado como resultado
efectos de inactivacidon aditivos (Gayan et al.,, 2014). En el caso de los pardsitos, estas

combinaciones de tecnologias de inactivacidon estdn mucho menos estudiadas.

En una investigacidn realizada en el afio 2020 (Garcia-Gil et al., 2020) se comprobd que la
temperatura y la radiacién solar tenian un efecto sinérgico, obteniendo una tasa de
inactivacion de los ooquistes de Cryptosporidium significativamente mayor que los
tratamientos individuales en menos tiempo, utilizando temperaturas de 50-60C y longitudes de
onda de aproximadamente 254 nm (UV-C). Por ello se determind que un modelo cinético
combinando tratamientos espectrales mediante la luz solar y tratamientos térmicos podria ser

un buen enfoque para mejorar la calidad y seguridad del agua de bebida.

Hasta la fecha no hay estudios publicados de la combinacién de los tratamientos de PEF con
UV-C frente a parasitos. Por tanto, este trabajo evaluara si la irradiacion UV-C es un método
eficaz para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium, dependiendo de la dosis aplicada y su
posible combinacién con los PEF y variaciones en la temperatura. El objetivo final es
complementar su uso con otros métodos de desinfeccién, proporcionando una barrera

adicional contra patégenos resistentes a otros tratamientos.

3.11 Otras medidas de prevencién

Junto con el citado tratamiento de las aguas de consumo y de piscinas, la prevencién de la
criptosporidiosis se basa principalmente en el concepto One Health, que aboga por un enfoque
de salud unica en la que estan estrechamente relacionadas la salud animal, humana y
ambiental, centrandose en la reduccion o eliminacion de la contaminacion del medio ambiente
con ooquistes. Entre las fuentes de contagio de origen animal destacan las explotaciones
ganaderas de rumiantes, donde C. parvum es una de las principales causas de diarrea neonatal.
En las granjas afectadas resultan decisivas las medidas de limpieza y desinfeccién, junto con
otras normas de higiene basicas como el lavado de manos tras mantener contacto con los
animales, o el cambio de zapatos o ropa antes de entrar a otros entornos como los hogares

(Zahediy Ryan, 2020).

La recopilacion periddica y analisis de datos epidemioldgicos y de caracterizacion molecular es

otra herramienta de control y prevencién de la criptosporidiosis (Gharpure et al.,, 2019).
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Actualmente, la falta de sistemas especificos de vigilancia, deteccidn y notificacion es una de
las principales causas de que no se notifiquen los brotes en muchos paises. Segun un informe
publicado el 16 de noviembre de 2023 por la Direccién General de Salud Publica del Ministerio
de Sanidad, los brotes deben notificarse rapidamente y de forma adecuada a la Red Nacional
de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) y llevar a cabo un estudio epidemiolégico para
determinar su magnitud y fuentes de contagio con el fin de adoptar medidas correctoras. Cada
comunidad auténoma, comunicara los casos confirmados en su territorio al Centro Nacional de
Epidemiologia (CNE) y al Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias (CAEES)
que a su vez y en funcién de la gravedad, los notificardn a la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) y al Sistema de Alerta y Respuesta Rapida de Union Europea (EWRS).

Por lo que respecta al tratamiento médico de la enfermedad, la nitazoxanina (agente
antiparasitario de amplio espectro con efectividad comprobada en infecciones por protozoos y
vermes) es el Unico fdrmaco aprobado por la Agencia Europea del Medicamento (EMA), la
Administraciéon de Medicamentos y Alimentos de EEUU (FDA) y la Agencia de Productos
Farmacéuticos y Dispositivos Médicos (PMDA). Por otro lado, el uso de probidticos es una
estrategia terapéutica alternativa para esta enfermedad, ya que se ha demostrado que
bacterias como Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus casei pueden promover la
integridad intestinal en nifios, prevenir dafnos mayores, mejorar la clinica y resolver la infecciéon
(Pane y Putignani, 2022). En pacientes con VIH la nitazoxanida no resulta eficaz, por lo que
éstos se tratan mediante una terapia antirretroviral con el fin de mejorar su sistema
inmunolégico y aumentar los recuentos de CD4, reduciendo asi los sintomas de la enfermedad

(Vanathy et al., 2017).

4. OBJETIVOS

El principal objetivo de este estudio es evaluar experimentalmente varios métodos de
inactivacion de las formas infectantes (ooquistes) de Crptosporidium en el agua, incluyendo el
tratamiento PEF y la irradiacion UV-C, asi como la combinacidén de ambos y su aplicacién a
diferentes temperaturas. La pérdida de viabilidad de los ooquistes se ha evaluado en todos los
casos utilizando una técnica con dos colorantes vitales (DAPI / Pl). Para ello, previamente se ha
realizado una labor de revisién bibliografica, que ha servido de base para comprender las
caracteristicas e importancia en salud publica del parasito y las tecnologias aplicadas para

poder disefiar los experimentos que persiguen los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar la pérdida de viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium mantenidos en

medio tampdn en refrigeracidn varias semanas.
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e Determinar la pérdida de viabilidad de ooquistes de Cryptosporidium como
consecuencia del tratamiento PEF y la irradiacién UV-C, utilizando una técnica de
colorantes vitales con DAPI / PI.

e Investigar si la combinacién de los anteriores métodos ofrece mejores resultados para
inactivar los ooquistes de Cryptosporidium en comparaciéon con su aplicaciéon por
separado.

e Investigar si la aplicacion del tratamiento PEF a diferentes temperaturas modifica el

porcentaje de inactivacion de los ooquistes de Cryptosporidium.

5. METODOLOGIA

5.1 Obtencién de los ooquistes de Cryptosporidium

Los ooquistes se aislaron de heces de terneros de 7 dias de vida infectados de forma natural en
una granja de Aragdn y con sintomatologia evidente. Las muestras se recogieron en bolsas de
plastico no estériles y fueron transportadas al laboratorio para su diagndstico y procesado. Se
determind la presencia del parasito mediante examen en fresco y tincién negativa de Heine.
Los ooquistes fueron concentrados y purificados mediante sucesivas centrifugaciones
utilizando una técnica de sedimentacién con PBS-éter dietilico. Los ooquistes asi purificados

fueron conservados en microtubos con una concentracion de 2 millones ooquistes/ml.

5.2 Tratamiento PEF

El equipo de PEF utilizado en esta investigacion fue un equipo comercial (Vitave, Praga,
Republica Checa) capaz de liberar pulsos de hasta 20 kV. El equipo aplica pulsos monopolares
de onda cuadrada de anchura variable (500 ns—100 ps) hasta una intensidad de corriente
maxima de 500 A y permite trabajar a frecuencias de hasta 50 kHz. El voltaje real de cada
tratamiento se midio utilizando una sonda de alto voltaje (Tektronik, P6015A, Wilsonville,
Oregon, EE. UU.) conectada a un osciloscopio (Tektronik, TDS 220). Se introdujo una suspension
de ooquistes (0,44 ml con conductividad de 1 mS/cm) en una cdmara de tratamiento estatica
de electrodos paralelos con dimensiones especificas (espacio: 0,25 cm; didmetro: 1,6 cm)
utilizando una jeringa estéril de 1 ml (TERUMO, Lovaina, Bélgica) con una aguja 20Gx 1” (0,9 x
25 mm) (TERUMO). Las muestras para la investigacion del efecto del PEF en los ooquistes se
sometieron a 30 pulsos de onda cuadrada de 3 us de diferentes intensidades de campo
eléctrico (25 y 31,2 kV/cm). Estos tratamientos correspondieron a energias especificas que
oscilaron entre 900 y 1400 kJ/kg. Los experimentos con ooquistes control y tratados se

realizaron por duplicado. Las muestras tratadas con PEF se procesaron inmediatamente para
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observacién microscépica con el fin de minimizar el lapso de tiempo entre el tratamiento y la

evaluacion.

5.3 Tratamientos por UV-C

El equipo de luz UV-C utilizado es una instalacidon de diseiio “flexible” con dos ldmparas de luz
UV-C de 32 W (modelo VL-208G, Vilber, Paris, Francia) dispuestas de forma horizontal. Consiste
en una cabina cerrada en la que se deposita el alimento o muestra a tratar sobre una superficie
de altura regulable. La instalacion tiene ademads un sistema de refrigeracién compuesto por dos

extractores dispuestos en los laterales de la cdmara.

Los tratamientos se caracterizaron mediante un radiémetro (UVP, LLC, Upland, CA) que mide de
forma constante la irradiancia (mW/cm?) y un termdmetro con dos sondas que miden en

continuo la temperatura en el interior de la camara.

Los ooquistes de Cryptosporidium se dispensaron en volimenes de 100 uL en cada uno de los
pocillos de las placas microtiter multipocillo de 96 y se colocaron debajo de las lamparas
durante los diferentes tiempos de exposicion estudiados. La placa se colocé en un agitador

orbital funcionando a 300 rpm para evitar el efecto sombra.

Después de los tratamientos (tanto de PEF como UV-C y combinaciones) los ooquistes se
recuperaron de cada uno de los pocillos y se realizaron las tinciones para poder evaluar por

microscopia su viabilidad.

5.4 Estudio de la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium

Para determinar la viabilidad de los ooquistes y su pérdida potencial tras exponerlos a los
distintos tratamientos se utilizd una técnica in vivo basada en la inclusién/exclusién de los
colorantes vitales 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) y ioduro de propidio (IP). En cada
ensayo se utilizaron alicuotas de 2x10° ooquistes, que se depositaron en microtubos de 1,5 mL
y preincubaron en solucidn salina de Hanks (HBSS) acidificada (pH 2,75) durante 1 hora a 37C
para optimizar la inclusién de los colorantes, realizando posteriormente 2 lavados con HBSS pH

7,2 para normalizar el pH.

Posteriormente se adiciond a cada microtubo 10 pL de solucién de trabajo DAPI (2 mg/mL en
metanol absoluto) y 10 uL de solucion de trabajo de IP (1 mg/mL en PBS 0,1 M pH 7,2) y se
incubaron a 37 C durante 2 horas, seguido de 2 lavados con HBSS pH 4 para prevenir la
formacién de cristales de DAPI (Bukhari et al., 2018). Alicuotas (25 L) de la suspension

ooquistica se examinaron al microscopio de fluorescencia con filtro ultravioleta (350-365 nm)
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para DAPI y filtro verde (545-546 nm) para IP, determinando la proporcidén de ooquistes viables

sobre un total de 100.

El porcentaje de viabilidad de los ooquistes control negativo (OC -) se corrige a 100% y el
porcentaje de viabilidad de los ooquistes tratados (OT) se corrige por el mismo factor de la

siguiente forma:

OT corregido = 100/0C-observado * OT observado

Figuras 6 y 7: Ooquistes viables (DAPI+) a la izquierda y ooquistes inactivados (IP+) a la derecha.

5.5 Andlisis estadistico de los datos

Los resultados representan la media * la desviacidn estandar de tres réplicas de tratamientos
realizados por triplicado. Los porcentajes de viables e inactivados fueron testados para ver si
seguian una distribucion normal con el test de Shapiro—Wilks. Se realizaron pruebas ANOVA
unidireccionales para evaluar diferencias significativas entre los tratamientos. Las diferencias se
consideraron significativas para p <0.05. Los graficos y analisis estadisticos se han realizado con

la versidn gratuita del software GraphPad Prism 9.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudio de la viabilidad de ooquistes de Cryptosporidium mantenidos en
refrigeracién a lo largo del tiempo
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Figura 8: Porcentaje de ooquistes de Cryptosporidium no viables a lo largo de los diferentes dias de
realizacion de los ensayos.

La figura 8 muestra el porcentaje de ooquistes no viables a lo largo de los diferentes dias de la
realizacién de los ensayos de inactivacion. Esta prueba se realizd para comprobar si era posible
trabajar con ooquistes purificados de terneros y almacenados en refrigeracion y comparar los
datos en los sucesivos dias de ensayos. Se observa que siempre hay entre un 5y un 10 % de
ooquistes no viables en la suspensidn de ooquistes purificados. Esto quiere decir que hay un
pequefio porcentaje de ooquistes sin tratar que captan el ioduro de propidio pese a no haber
recibido ningln tratamiento de inactivacidn, probablemente porque tienen dafada la
membrana y permite la entrada del colorante fluorescente. En todo caso, los posteriores
resultados de inactivacion tras los tratamientos estdn corregidos respecto a este porcentaje

residual de ooquistes control PI+.

Los datos obtenidos del porcentaje de ooquistes no viables para cada uno de los dias no
siguieron una distribucién de Gauss por lo que se realizd un test no paramétrico de Kruskal-
Wallis. El valor p fue 0,8968 y por lo tanto las medianas no variaron significativamente, por lo
que se puede concluir que los cinco grupos de datos no eran estadisticamente diferentes y por
tanto, se concluyé que se podia trabajar para los estudios de inactivacién con ooquistes

purificados con diferentes tiempos de almacenamiento y comparar los datos.

Si asumiésemos que los datos siguen una distribucion normal y tienen similar desviacion

estandar (lo que probablemente ocurriria realizando mas réplicas y teniendo grupos de datos
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mas grandes), los grupos se podrian comparar mediante un ANOVA unidireccional. Los
resultados del ANOVA que resultaria de analizar los cinco grupos de datos se muestran en la
Tabla 1. No hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias, por lo que, en linea
con el test Kruskal-Wallis, se considerd trabajar durante las diferentes sesiones con la misma

suspensidn de ooquistes purificados y conservados en frio.

Resumen del ANOVA

F 0,8693
Valor P 0,5024
Diferencias significativas entre medias (P<0,05)? No

R cuadrado 0,1698

Tabla 1: ANOVA del porcentaje de ooquistes de Cryptosporidium no viables a lo largo de los diferentes
dias de realizacion de los ensayos.

Los resultados obtenidos de la viabilidad de los ooquistes a lo largo del tiempo estdn en linea
con la informacién publicada en la bibliografia. Su supervivencia puede prolongarse hasta 176
dias en agua potable o agua fluvial con una inactivacion final de 89-99% de la poblacidn, sin
embargo, la supervivencia de estas formas infectantes depende mucho de la temperatura a la
que se encuentran, siendo sensibles a temperaturas extremas. En un estudio realizado con
ratones (Rose & Slifko, 1999) se demostré que el parasito mantiene su viabilidad a
temperaturas de refrigeracién (5C) durante 7 dias, pero a temperaturas de congelacién
inferiores a -15C los ooquistes dejan de ser viables en 1 dia. Sin embargo, éstos no sobreviven a
temperaturas extremas, ya que se comprobd que los ooquistes mantenidos a 59,7C durante 5
minutos infectaron solo a 1 de 6 ratones, mientras que ningun ratén se infecté con ooquistes

sometidos a temperaturas superiores a 67,5C durante 5 minutos.

Por otro lado, también se sabe que el pH es un factor importante. El protozoo pierde viabilidad
en ambientes con pH alcalino (pH >10) y pH 4cido (pH < 4) resistiendo bastante bien a cambios
dentro del rango de neutralidad (pH 6-8). Por Ultimo, cabe destacar que Cryptosporidium puede
sobrevivir mejor en ambientes humedos que en secos, donde a temperatura adecuada puede

llegar a resistir varios meses (King & Monis, 2006).

Por tanto, de acuerdo con nuestros resultados y en linea con la bibliografia, se puede concluir
que, tras la purificacién de los ooquistes, estos son viables durante dias en medios de tampdn a
temperatura de refrigeracion, lo que nos permitié trabajar con alicuotas de la misma

suspension purificada en las diferentes sesiones de experimentos de inactivacion.
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6.2 Evaluacion del tratamiento de radiacion UV-C en la inactivacion de
ooquistes de Cryptosporidium

Tratamiento UV-C
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Figura 9: Porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium tras diferentes tratamientos con
UV-C.

La Figura 9 muestra el porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium tras dos
tratamientos de UV-C de diferente intensidad. Se observa la inactivaciéon es mayor tras el
tratamiento de irradiacién UV-C de mayor intensidad (210 mJ/cm?) frente al de menor
intensidad (28 mJ/cm?). El tratamiento méas moderado consiguid inactivar aproximadamente un
40 % de los ooquistes, mientras que, tras el tratamiento mds intenso, la inactivacion aumentd
hasta el 80 %. Los grupos de datos seguian una distribucién normal segun los test de Anderson-
Darling, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov (valores p <0.05). La Tabla 2 muestra los
resultados del ANOVA que resultaria de analizar los tres grupos de datos. Se observa que hay
diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de ooquistes inactivados en las

muestras control frente a las tratadas.

Resumen del ANOVA

F 106,0
Valor P <0,0001
Diferencias  significativas entre  medias | Si
(P<0,05)?

R cuadrado 0,8249

Tabla 2: ANOVA del porcentaje de ooquistes de Cryptosporidium inactivados tras dos tratamientos de
UV-C de diferente intensidad.
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Por tanto, los tratamientos de UV-C en las condiciones estudiadas inactivaron cierto porcentaje
de ooquistes de Cryptosporidium, aunque no el 100 %, por lo que en términos de salud publica

no seria suficiente para garantizar la potabilidad del agua de bebida.

En un estudio similar realizado por Adeyemo et al. (2019), se comprobd que la dosis de 230
ml/ cm? reduce la capacidad de desenquistamiento de los ooquistes de C. parvum en un 99%.
No obstante, los resultados de distintos estudios pueden variar en funcién de las diferencias de
las condiciones experimentales, como la calidad del agua y su temperatura, el tipo de [dmpara

UV utilizada o incluso la cepa del parésito.

En relacién con la eficacia de este tratamiento frente a otros pardsitos, para reducir la
viabilidad de los huevos de Ascaris spp y Taenia spp en una unidad logaritmica se necesitan
dosis de UV de 80 mJ/ cm? (Hazell et al., 2019). Ademds, en un estudio realizado por
Fernandez-Boo etal. (2021) se comprobd que para inactivar por completo otros
microorganismos como Bonamia ostreae y Perkinsus olseni se requiere una dosis superior a
450 mJ/ cm?; sin embargo, el 85% de las células de P. olseni se inactivaron en 21 dias de cultivo

tras una exposicion a 94 mJ/ cm?, lo que indica que Cryptosporidium es mas resistente.

En términos generales resulta mucho mas complicado inactivar las formas infectantes de los
parasitos en comparacion con los virus. Se conoce que el virus mas resistente a los
tratamientos con UV es el adenovirus, siendo necesarios 125 ml/ cm? para inactivar 3
unidades logaritmicas, lo que equivaldria a un 99,9% de inactivacién (Hignen & Medema,
2005). Asimismo, se ha demostrado que para las concentraciones tipicas de SARS-CoV-2 en
ambientes cerrados de bajo nivel de contaminacidn y en el esputo de pacientes con COVID-19,
una dosis de radiacion UV-C de tan solo 4 mJ/cm? es suficiente para inactivar totalmente el

virus (Biasin et al., 2021).

Por tanto, el uso de la tecnologia de irradiacidn UV-C para la inactivacidn efectiva de ooquistes
de Cryptosporidium requeriria de instalaciones y equipos capaces de aplicar mayores dosis o de
su combinacion con otras técnicas de desinfeccion como podrian ser métodos fisicos o el uso

de desinfectantes como el cloro.
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6.3 Evaluacion de la intensidad del tratamiento de Pulsos Eléctricos de Alto
Voltaje en la inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium
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Figura 10: Porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium tras diferentes tratamientos de
Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje.

La Figura 10 muestra el porcentaje de inactivacién de ooquistes de Cryptosporidium tras dos
tratamientos de PEF de diferente intensidad del campo eléctrico. El tratamiento de 25 kV/cm
produjo la inactivacion de aproximadamente el 45 % de los ooquistes, mientras que el
tratamiento mas intenso (31,2 kV/cm) produjo la inactivacion de aproximadamente el 50 %. La
Tabla 3 muestra el resumen del ANOVA unidireccional que compard los tres grupos de datos y

el test posterior de Tukey’s de comparaciones multiples.

Resumen del ANOVA

F 54,72

Valor P <0,0001

Diferencias  significativas entre  medias | Si

(P<0,05)?

R cuadrado 0,8201
Test de Tukey's de|Diferencia de|95,00%IC de Ia| Valor P
comparaciones multiples medias, dif., Significativo? |ajustado
[Control vs. 25 kV/cm -34,26 -45,31 to -23,21[Si <0,0001
|Contro| vs. 31,2 kV/cm -41,26 -54,52 to -28,00[Si <0,0001
25 kV/cm vs. 31,2 kV/cm -7,000 -23,391t0 9,387 |No 0,5433

Tabla 3: ANOVA del porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidios tras dos tratamientos de
PEF de diferente intensidad y test de Turkey’s de comparaciones multiples.
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Como se ha comentado previamente, el tratamiento PEF actla produciendo un fendémeno
llamado electroporacidon, que consiste en aumentar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica al paso de iones y macromoléculas. Sin embargo, segun la intensidad del campo
eléctrico, los poros formados durante el tratamiento pueden volver a cerrarse o por el
contrario volverse permanentes, siendo este ultimo el efecto deseado (permeabilizacion
irreversible). Dicha intensidad del campo eléctrico necesaria para provocar la irreversibilidad

de los poros esta inversamente relacionada con el tamafio de la célula.

En consecuencia, la intensidad del campo eléctrico necesaria para inducir la electroporacion en
células microbianas (bacterias, levaduras; 1 a 10 um) es mayor (>10 kV/cm) que la necesaria
para las células vegetales eucariotas (40 a 200 pum; <5 kV/cm). Martinez et al. (2020)
compararon la intensidad del campo eléctrico y la energia especifica total requerida para
electroporar un cierto porcentaje de diferentes tipos de células, mostrando la asociacién entre
esos parametros y el didametro de la célula. Sin embargo, esto es una simplificacion matematica
para una sola célula esférica. Para afectar la viabilidad de los pardsitos, los poros formados en
la membrana celular durante el tratamiento deben persistir en ausencia del campo eléctrico
(electroporacion irreversible). Una vez que la membrana finalmente se rompe, el contenido

intracelular se escapa con la consiguiente pérdida de actividades metabdlicas celulares.

El impacto letal del PEF dependerd de diferentes factores, como la intensidad del campo
eléctrico y el tiempo de tratamiento, asi como del propio microorganismo, la temperatura de
tratamiento y las caracteristicas del medio. Aumentar la intensidad del tratamiento, ya sea
mediante un incremento en la intensidad del campo eléctrico o el tiempo de tratamiento,
aumenta la irreversibilidad de los poros, ya que cuanto mayor sea el tamafio del poro creado,
mas tardara en cerrarse una vez que el campo ha cesado. No obstante, este incremento en la
magnitud del tratamiento también afecta la cantidad de energia requerida y la temperatura del

medio durante el proceso.

Cryptosporidium es un organismo eucariota y sus ooquistes son de forma esférica y miden
entre 4,2 y 5,4 um de diametro. Aparte de las diferencias en cuanto al tipo celular y las capas
extra, el tamafio y forma de estos parasitos son bastante similares a los de las levaduras, sobre
las que se han publicado un gran nimero de estudios (Martinez et al., 2020). Sin embargo, las
diferentes estructuras del ooquiste dificultan que la célula y el medio extracelular se
comporten como un condensador, es decir, que cumplan con las propiedades que los harian
sensibles a la electroporacidon. Ademas, las paredes de los ooquistes son muy resistentes a las

perturbaciones mecanicas y casi herméticas a los agentes quimicos de inactivacién, en
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particular acidos fuertes, detergentes y desinfectantes clorados por lo que es esperable que su

inactivacion con PEF sea dificil.

Haas y Aturalie (1999) trataron ooquistes de C.parvum en tampdn 0.1 PBS mediante pulsos de
onda cuadrada (anchura de pulsos entre 1-99 us), 20 pulsos de entre 1-3 kV aplicados en
cubetas de 0.8 mL, lo que supone una energia de 22-87 kJ/kg. Estos autores evaluaron la
inactivacion mediante una técnica de desenquistamiento. En los tratamientos combinados con
peroxido de hidrégeno (10 mg/L) se observd una tasa de supervivencia del 27% de los
ooquistes, cifra que se incrementd al 30% en tratamientos combinados con permanganato de

potasio (4 mg/L).

En linea con estos autores, nuestros resultados muestran que tras el tratamiento PEF aplicado
a temperatura ambiente se obtuvieron inactivaciones por debajo del 50% de los ooquistes.
Incluso aplicando campos eléctricos elevados (>30 kV/cm) el tratamiento por si solo no seria

suficiente para evitar la transmision del parasito en agua.

6.4 Evaluacion de la temperatura de aplicacion del tratamiento de Pulsos
Eléctricos de Alto Voltaje en la inactivacion de ooquistes de

Cryptosporidium

Un estudio realizado por Yan et al. (2021) demostré que la combinacién de PEF y altas
temperaturas mejoran la inactivacién de levaduras Saccharomyces cerevisiae y bacterias
Escherichia coliy Bacilo venezensis que la suma de los efectos provocados por los tratamientos
por separado. Al aplicar ambos tratamientos conjuntamente, aumentd el grado de

electroporacidn irreversible, asi como la tasa de inactivacion de los microorganismos.
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Figura 11: Porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium tras aplicar el tratamiento de PEF
a diferentes temperaturas.

La Figura 11 muestra el porcentaje de inactivacién de ooquistes de Cryptosporidium tras dos

tratamientos de PEF aplicados a diferentes temperaturas (25 y 40C). La tabla 4 muestra el

correspondiente andlisis estadistico ANOVA unidireccional y el post-test de comparaciones

multiples.
[Resumen del ANOVA
[F 91,26
Valor P <0,0001
|Diferencias  significativas entre  medias
(P<0,05)? Si
IR cuadrado 0,8795
Test de Tukey's de|Diferencia de|95,00%IC de Ia|Signiﬁcativo Valor P
comparaciones multiples medias dif, ? ajustado
-45,06 to -
|IControl vs. 252C -34,26 23,46 Si <0,0001
-62,06 to -
|Control vs. 402C -51,26 40,46 Si <0,0001
-31,32 to -
252C vs. 402C -17,00 2,676 Si 0,0178

Tabla 4: ANOVA del porcentaje de inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium tras aplicar el
tratamiento de PEF a diferentes temperaturas.

28



Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los ooquistes sin tratar vy
tratados y también en funcién de la temperatura de aplicacién del tratamiento. El aumento de
la temperatura de aplicacién de los 25 a los 40C aumentd la inactivacidon desde el 45% al 62%
por lo que se observa una correlacidn entre el incremento de temperatura y la inactivacién del
parasito, sin embargo, se necesitarian hacer mas estudios a diferentes temperaturas para

conseguir mejores resultados.

6.5 Evaluacion de la combinacion del tratamiento de Pulsos Eléctricos de
Alto Voltaje y la radiacion UV-C en la inactivacion de ooquistes de

Cryptosporidium

Otros investigadores han evaluado el empleo secuencial de luz UV y pulsos eléctricos en zumo
de manzana fresco, llegando a la conclusién de que, desde el punto de vista de la inactivacion
microbiana, la combinaciéon de ambos tratamientos da mejores resultados que la tecnologia
PEF sola, pudiendo provocar una inactivacion casi completa de los microorganismos (levaduras,
bacterias lacticas y bacterias acéticas) y evitando los efectos negativos en la calidad del
producto que producen los tratamientos térmicos convencionales (Cramariuc et al., 2011),

conclusién que puede extrapolarse a nuestro estudio.
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Figura 12: Porcentaje de inactivacion de ooquistes de cryptosporidios tras combinar el tratamiento de
irradiacion UV-C con el tratamiento de PEF.
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Diferencia de Valor P
Test de Tukey's de comparaciones multiples medias, Significativo? ajustado
Control vs. 31,2 kV/cm -41.26 Si =0,0001
Control vs. 28 mJ/cm? -32.14 Si =0,0001
Control vs. 25 kV/cm 28 m/em? -44 04 Si =0,0001
Control vs. 31,2 kV/cm 28 mJ/cm? -76.,43 Si =0,0001
31,2 kVicm vs. 28 mJd/cm? 9.125 Mo 0,7658
31,2 kVicm vs. 25 kVicm 28 mJicm? -2. 780 Mo 0,9989
31,2 kKVicm vs. 31,2 KVWiem 28 mJ/em? -3617 Si 0.0006
28 mJicm? vs. 25 kV/em 28 mJicm? -11,91 Mo 05467
28 mJicm? vs. 31,2 kVfcm 28 mJicm? -44 29 Si =0,0001
25 kVicm 28 mJd/em? vs. 31,2 kVicm 28 mJ/cm? -32,39 Si 0,0017

Tabla 5: Post-test de comparaciones multiples de los porcentajes de inactivacion de los ooquistes de
Cryptosporidium tras aplicar el tratamiento de irradiacion UV-C y el tratamiento PEF. Se han incluido los
tratamientos PEF y UV-C a objeto de poder comparar y detectar las posibles sinergias.

Segln nuestros resultados, se observan diferencias estadisticamente significativas al combinar
la irradiacién UV-C con el tratamiento de PEF mas intenso (31,2 kV/cm) respecto a la aplicacion

Unica de los PEF a la misma intensidad.

Aun cuando de forma ideal el efecto buscado al combinar ambos tratamientos seria sinérgico,
en el estudio realizado ha sido sumatorio, al igual que ocurrié en un estudio realizado previo
qgue combinaba PEF y UV-C para inactivar E. coli en zumo de manzana (Gachovska et al., 2008).
Es decir, la combinacién de ambos tratamientos es similar al efecto de la suma de uno mas
otro, no se multiplica el efecto por el hecho de aplicar simultdneamente ambos. Esto podria
deberse a que ambos tratamientos tienen un mecanismo de accién diferente. Mientras que los
PEF actuan creando poros en la membrana celular, aumentando su permeabilidad, la luz UV

dafia el ADN impidiendo la replicacién del microorganismo afectado.

Por otro lado, no se observan diferencias estadisticamente significativas cuando la irradiacién
UV-C se combina con el tratamiento PEF mas moderado (25 kV/cm) en comparacién a la

aplicacion unica de la irradiacién UV-C.

Finalmente, con este trabajo se observa que la mejor manera de inactivar la mayor cantidad de
ooquistes de Cryptosporidium es la combinacién de la irradiacién UV-C con el tratamiento PEF
mas intenso. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados previamente mencionados,
podemos considerar que se conseguiria un mayor porcentaje de inactivacidn si estos dos

métodos se combinasen con temperaturas mayores de 40C.
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CONCLUSIONES

Los ooquistes de Cryptosporidium spp. conservan su viabilidad tras ser mantenidos en
refrigeracion y medio tampdn durante un periodo de al menos 5 dias.

Tanto los tratamientos UV-C como los PEF inactivan un porcentaje de los ooquistes de
este parasito, que dependiendo de las condiciones estudiadas oscila entre 40% y 80%,
lo cual revela la extraordinaria resistencia de este protozoo.

La combinacién de ambos tratamientos incrementa significativamente el porcentaje de
inactivacidn, aunque en ningun caso alcanza el 100% en las condiciones estudiadas,
por lo que su uso no asegura la potabilidad del agua de bebida.

Los tratamientos con PEF son mas eficaces al combinarse con altas temperaturas (40C)
y con UV-C en comparacion con su uso por separado.

Los hallazgos del presente trabajo revelan que los tratamientos evaluados pueden
ofrecer resultados muy prometedores en la desinfeccién del agua, aunque se necesitan
nuevas investigaciones para incrementar el porcentaje de inactivacidon, bien
optimizando las condiciones de aplicacion o mediante su uso combinado con otras

tecnologias como la cloracion.

CONCLUSIONS

Cryptosporidium spp. oocysts remain viable after being refrigerated and kept in a buf-
fer medium for at least 5 days.

Both UV-C and PEF treatments inactivate a portion of the oocysts of this parasite, with
effectiveness ranging from 40% to 80% depending on the conditions, highlighting the
exceptional resilience of this protozoan.

Combining both treatments significantly increases the inactivation rate, but it never
reaches 100% under the studied conditions, thus failing to ensure the potability of
drinking water.

PEF treatments are more effective when combined with high temperaturas (40C) and
UV-C than when used alone.

The findings of this study indicate that the evaluated treatments show great promise
for water disinfection, though additional research is necessary to enhance the inactiva-
tion rate, either by optimizing the treatment conditions or by combining them with ot-

her technologies such as chlorination.
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La realizacién del presente Trabajo de Fin de Grado me ha resultado muy valiosa para mi
desarrollo tanto académico como profesional ya que no solo me ha permitido mejorar mi
capacidad para encontrar informacién cientifica fiable y redactar lo mas destacado con un
lenguaje técnico, sino que también he podido aprender los conceptos bdsicos que se trabajan
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Por otro lado, este proyecto me ha permitido reflexionar sobre la importancia de desarrollar
nuevas técnicas a incorporar en el tratamiento tanto de agua de bebida como de agua
recreativa para disminuir la carga de Cryptosporidium, ya que este pardsito puede tener

consecuencias perniciosas para la salud publica.

Finalmente, me gustaria agradecer a mis tutores Juan Manuel Martinez y Joaquin Quilez por su
acompafamiento desde el primer dia, por su paciencia en el laboratorio vy, sobre todo, por sus

sabias correcciones.
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