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RESUMEN

En el presente estudio se compararon métodos diagnosticos para la deteccion de
Cryptosporidium sp. Se evaluaron 35 muestras fecales de pacientes adultos
inmunosuprimidos, provenientes de la Unidad de Medicina del Servicio Auténomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA), de la ciudad de
Cumana, estado Sucre. Las muestras se analizaron parasitologicamente con examen
directo con solucion salina fisioldgica al 0,85% y lugol, método de Sheather
modificado y tincion de Ziehl Neelsen modificado; para detectar coproantigenos de
Cryptosporidium sp. se uso el estuche comercial ELISA (Diagnostic Automation,
Inc.). Este procedimiento de ELISA detectd la mayor cantidad de muestras positivas
20,00% seguido de Ziehl Neelsen modificado 14,29%, el examen directo y el
método de Sheather modificado no detectaron ooquistes del parasito. Se encontrd
que la técnica de ELISA reflejé una sensibilidad de 100%, especificidad de 93,33%,
un valor predictivo positivo de 71,43% y un valor predictivo negativo de 100%. El
indice de concordancia kappa entre el estuche comercial ELISA y el método
parasitoldgico de Ziehl Neelsen modificado fue de 0,80, lo que significa que para el
diagnostico de Cryptosporidium sp. puede utilizarse uno u otro método, aunque el
ELISA resultd ser mas sensible para la identificacion de Cryptosporidium sp.
especialmente, cuando se requieren resultados rapidos, confiables y masivos.



INTRODUCCION

Cryptosporidium parvum es un parasito patdgeno que ocasiona problemas de salud a
nivel mundial, principalmente, en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA). Aunque se reconocié como patdgeno de humanos en 1976, desde
1982, el numero de casos de diarrea asociados con el pardsito se increment6 en gran

medida como parte de la epidemia de SIDA (Juranek, 1995).

Este parasito es el causante de la cryptosporidiosis, una de las infecciones
parasitarias emergentes del siglo XX considerada hoy como un problema de salud
publica (Velasco y Garcia, 2002). Su morbilidad depende del grado de
inmunocompromiso del organismo, edad y estado nutricional, del nimero de
parasitos causantes de la infeccion y del medio ambiente, ya que los ooquistes
mantienen su infectividad durante un tiempo relativamente largo. En pacientes
inmunocompetentes la infeccion es usualmente autolimitada, pero en el paciente
inmunocomprometido, la infeccion a menudo se prolonga, provocando

debilitamiento y ocasionalmente, diarreas fatales (Pettoello-Mantovani et al., 1995).

La enfermedad se registra, principalmente, como una parasitosis gastrointestinal,
cuya principal via de contagio es la fecal-oral, siendo el agua un importante agente
para su diseminacion, aunque también utiliza otras vias de contagio, persona-persona
y/o  animal-persona. Se  estima que es posible encontrar ooquistes
de Cryptosporidium sp. en, aproximadamente, el 90,00% de las muestras de aguas
residuales, en el 75,00% de las aguas fluviales y en el 28,00% del agua potable
(Arcay y Bruzual, 1993; Ronald, 2004).

Cryptosporidium sp. es monoxeno (completa su ciclo en un solo hospedero). El
periodo de prepatencia (tiempo entre la infeccion y la eliminacién de ooquistes),
varia de 2 a 14 dias, en la mayoria de los animales domésticos, mientras que el
periodo de patencia (duracion de la excrecion de ooquistes), es variable dentro de las
diferentes especies de hospederos, desde varios dias a varios meses. En los pacientes

con SIDA, la eliminacién de ooquistes puede ser indefinida (Clavel, 1996).



La persona o animal parasitado expulsa los ooquistes (forma infectante del parasito)
al exterior mediante las heces fecales. La ingestion de los ooquistes por algin
hospedero potencial, da origen a la infeccion. Después de la ingestion, cuando los
ooquistes llegan al tracto gastrointestinal, se produce la desenquistacion, se liberan
esporozoitos que parasitan las células epiteliales, y el desarrollo de los diferentes
estadios del parasito ocurren intracelularmente. A partir de los esporozoitos se
diferencian los trofozoitos, que se multiplican asexualmente hasta merontes tipo 1
(6-8 nucleos) y merontes tipo I (4 nucleos). Los primeros producen de 6 a 8
merozoitos que generan autoinfeccion y los otros, sélo 4 merozoitos, que invaden
nuevas células epiteliales y se transforman en microgametos y macrogametos. Los
gametos se fusionan y crean un cigoto, que se desarrolla por esporulacion en el
hospedero infectado, en él se producen esporozoitos potencialmente infectivos para
constituir nuevos ooquistes; alrededor del 80,00% de estos ooquistes forman una
pared gruesa, dura y resistente con dos capas, son liberados al medio ambiente donde
diseminan la infeccion. Estudios experimentales realizados con ratones infectados,
han demostrado que el 20,00% restante desarrolla una pared delgada, con una sola
unidad de membrana, la cual se rompe tan pronto los ooquistes salen de los
enterocitos. Cada generacion de parasitos se desarrolla y madura en un periodo de 12

a 24 horas (Dupont et al., 1995; Brasil et al., 2000; Ronald, 2004).

La dosis infectiva de Cryptosporidium sp. en humanos, es aproximadamente de 132
ooquistes, aunque un voluntario fue infectado con tan so6lo 30. Parece que, tanto el
hombre como los animales tienen distintos grados de susceptibilidad a este parasito y

el in6culo probablemente, puede variar de un individuo a otro (Dupont et al., 1995).

Atlin no se comprende a la perfeccion el mecanismo por el que Cryptosporidium sp.
produce diarrea en el humano. La arquitectura de las vellosidades de la mucosa
intestinal usualmente permanece normal, pero pueden ocurrir alteraciones
histolégicas inespecificas. Se ha observado atrofia leve o moderada de las
vellosidades, aumento de tamafio de las criptas e infiltrado inflamatorio de la l1amina

propia, con polimorfonucleares, linfocitos y células plasmaticas. En infecciones



severas pueden observarse anormalidades morfoldgicas duodenales intensas, con
aplastamiento de las vellosidades (Anderson et al., 1982; Chacin, 1995; Clark y
Sears, 1996).

El parésito se sitiia preferiblemente sobre las microvellosidades y criptas del intestino
delgado dentro de las membranas del exterior, en este sitio la mucosa demuestra
alteraciones e infiltrado celular en la ldmina propia, causando mala absorcion, diarrea

secretora e hiperplasia celular (Genta et al., 1993).

Tras un periodo de incubacion que oscila entre 5 y 28 dias, el sintoma mas frecuente
es la diarrea acuosa profusa, que puede ser de tipo colérico y en algunos casos hay
presencia de moco en las heces. Otros sintomas son dolor abdominal, nauseas, fiebre
ligera, y astenia. Las manifestaciones clinicas de la cryptosporidiosis intestinal estan
directamente relacionadas con el estado inmunologico del hospedero. Asi, en el
individuo inmunocompetente se presenta como una diarrea autolimitada, que en
algunos casos puede ser de gran intensidad y durar de una a dos semanas, pero que se
resuelve sin tratamiento especifico. Todo lo contrario ocurre en el sujeto
inmunosuprimido, quien desarrolla una diarrea cronica acuosa que pone en peligro su
vida, observandose mas de 70 evacuaciones por dia y perdiendo hasta 17 litros de
liquido intestinal diarios. Por ello, la forma mas efectiva de combatirla es mediante
tratamiento sintomatico, rehidratando al paciente y aumentando sus defensas, ya que
no hay medicina especifica ni vacuna para su curacion, siendo el diagnéstico efectivo
la principal herramienta para restablecer la salud en el paciente (Clark y Sears, 1996;

Stuart, 2000).

En los casos de inmunosupresion grave, el microorganismo invade el conducto biliar
y produce fiebre, ictericia, dolor en hipocondrio derecho y vomito. En casos poco
frecuentes, los pacientes con SIDA padecen cryptosporidiosis pulmonar, colecistitis

alitiasica e incluso pancreatitis (Antunes, 1993; Kim, 1994).

La creciente amenaza de Cryptosporidium sp., como agente causal de afecciones

intestinales, se debe a varios factores; los ooquistes miden de 4 - 6 pm de didmetro,



demasiado pequefios como para ser eliminados por los filtros de arena que se
emplean en las plantas de tratamiento de agua. Ademas, Cryptosporidium sp. es
extremadamente resistente a desinfectantes como el hipoclorito de sodio (cloro
doméstico) (Ronald, 2004). El problema se agudiza aun mas por la baja dosis
infectante requerida y por el hecho de que, en un ambiente humedo los ooquistes
pueden mantenerse viables durante 2 a 6 meses (Casemore, 1990). Sin embargo, la
supervivencia de los ooquistes disminuye con las temperaturas extremas y con la
desecacion. La congelacion a -20°C durante 72 horas, o mediante calentamiento entre
45-55°C, durante 20 minutos reducen considerablemente la infectividad. La
desecacion a temperatura ambiente de una suspension acuosa de ooquistes durante 4
horas elimina la viabilidad y se ha demostrado que la mayoria de los desinfectantes
de uso doméstico en otros ambientes, como el hospitalario y en guarderias infantiles,
tienen poco efecto sobre los ooquistes de Cryptosporidium sp. (Harp, 1996; Prescott
et al., 2000).

Muchas investigaciones coinciden en sefalar que la cryptosporidiosis es una
parasitosis de amplia distribucién geografica existente en todos los continentes, en
paises industrializados y tercermundistas, pero es mas frecuente en paises en vias de
desarrollo. En paises industrializados parece ser que la infeccion humana es mas
frecuente en el medio rural, mientras que en los paises subdesarrollados es mas
comun en el medio urbano, que tiene una mayor concentracion demografica; sin
embargo, su epidemiologia en muchos aspectos no ha sido aclarada totalmente

(Collier et al., 1984; Current y Garcia, 1991).

En un estudio realizado por Hart et al. (1984) en Australia, con 1 967 nifios menores
de diez afios, se encontré que 27 de los casos (1,40%) fueron positivos para el
coccidio y las caracteristicas macroscopicas de las heces eran predominantemente de

color verde y consistencia acuosa.

En el laboratorio de microbiologia del hospital general penitenciario en Madrid,
Alonso et al. (1995) llevo a cabo una investigacion para determinar la prevalencia y

las caracteristicas clinicas de las parasitosis intestinales mas frecuentes. Se estudiaron



un total de 131 pacientes con diarrea, los parasitos encontrados con mayor frecuencia

fueron: Uncinarias (23,00%), Giardia sp. (21,00%) y Cryptosporidium sp. (20,00%).

En Estados Unidos, se han realizado varios estudios sobre Cryptosporidium sp. En
1984, en el estado de Texas, se registro la primera epidemia por C. parvum, causada
por la contaminacién del agua de pozo que generd 2 006 enfermos; en 1987 se
presentd la primera epidemia asociada al agua de rio, en Carrollton, Georgia, con 12
960 enfermos. Un estudio epidemioldgico de la cryptosporidiosis durante 10 afios en
una poblacion con SIDA del condado de Los Angeles, California, que abarcé casi 17
000 sujetos, reportd una incidencia global de 3,80%. En 1993, ocurrié una epidemia
de cryptosporidiosis en Milwaukee, Wisconsin, que afecté a 403 000 personas y
provocd la muerte de mas de 100 personas. Ese mismo afo, se asentaron dos casos
importantes, el primero en Maine, donde se investigd una epidemia por
contaminacion de sidra fresca de manzana, con 150 casos reportados y el segundo
fue en las Vegas, Nevada, donde la epidemia surgi6 en una poblacién con las
instalaciones méas modernas de agua potable en el mundo, con 106 casos de

cryptosporidiosis (Sorvillo et al., 1994; Morse, 1995; Garza y Morales, 2002).

En México se analizaron 67 muestras de pacientes inmunocomprometidos de las
cuales 35 presentaron Cryptosporidium sp.; en esta investigacion la prevalencia

(52,27%) del coccidio fue alta (Elser et al., 1986).

Martins y Guerrant (1995) llevaron a cabo un estudio parasitologico en Brasil.
Durante la investigacion se analizaron un total de 58 muestras, provenientes de
pacientes con sindrome diarreico, de los cuales 19 casos resultaron positivos para el

coccidio.

Siuffi et al. (2006) al estudiar la relacion entre los niveles de carga viral y los niveles
de linfocitos CD4 en el diagnostico de Cryptosporidium sp. en heces de ninos de la
Clinica Pediatrica de VIH/SIDA del Hospital Universitario del Valle, Cali,

Colombia, encontraron que la prevalencia para Cryptosporidium sp. fue 51,40%, con



factores de riesgo/edad >2 afos, sin diferencias significativas en peso, carga viral y/o

niveles de CD4.

En Venezuela, estimaron una prevalencia de Cryptosporidium sp. a nivel nacional de
3,4% (Baez et al., 1987). Estudios realizados en diferentes estados del pais
demuestran un rango amplio de prevalencias. Asi, en Maracaibo, estado Zulia, Diaz
et al. (1996) investigaron la prevalencia de Cryptosporidium sp. en 54 nifos
asintomaticos menores de 6 afnos pertenecientes a hogares de cuidado diario en dos
sectores (marginal y urbano). Se recolectaron tres muestras fecales con un intervalo
de 20 dias y se encontré que en el primer muestreo, el sector urbano presentdé una
prevalencia de 13,30% y el sector marginal 29,10%; durante el segundo muestreo
23,30% y 20,80% y en el tercer muestreo 6,60% y 4,10%, respectivamente. En
Valencia, estado Carabobo, se analizaron 260 muestras fecales (frescas y
preservadas) de niflos aparentemente sanos. La prevalencia de Cryptosporidium sp.
seglin la muestra, fue de 0,80% en muestras formadas-frescas, 8,00% en formadas-
preservadas y 12,50% en liquidas-preservadas (Barrios et al., 2004). En la ciudad de
Cumana, estado Sucre, Guzman (1994) examin6 50 muestras de nifios con diarrea, de
los cuales 4 (8,00%) presentaron ooquistes de Cryptosporidium sp. y en Porlamar,
estado Nueva Esparta, Alcantara (2000) realizd6 un estudio en 73 pacientes con
sindrome diarreico que asistieron al servicio de emergencia pediatrica del hospital
“Dr. Luis Ortega”, de los cuales el 12,13% fueron diagnosticados con

Cryptosporidium parvum.

El diagnostico clinico de la cryptosporidiosis intestinal es dificil porque existen
pocas caracteristicas diferenciales de otras patologias diarreicas, por lo que debe
confrontarse con otras posibles etiologias de diarrea acuosa y, entre las mas
frecuentes a considerar estan las producidas por Giardia intestinalis, Isospora belli,
Cyclospora cayetanensis, Microsporidium, Rotavirus, otros virus entéricos
y Escherichia coli enterotoxigénica (Chacin, 1995).

La cryptosporidiosis se diagnostica al demostrar la presencia de ooquistes
de Cryptosporidium sp. en muestras de heces diarreicas o no, o esquizontes y

gametocitos en biopsias de tejido intestinal principalmente. Para la determinacion de



Cryptosporidium sp. en el area clinica se utilizan métodos rutinarios como examen
directo con solucion salina fisiologica y lugol, pero, generalmente, los ooquistes del
parésito no son observados mediante este examen, debido a la dificil diferenciacion
del parasito con las levaduras, por lo que se procesan con otros métodos, como la
tincion de Ziehl Neelsen modificada. El examen directo con solucion salina
fisiologica y lugol ha demostrado ser menos efectivo que el método de Ziehl Neelsen
modificado en el procesamiento de las muestras clinicas e identificacion de coccidios

en las mismas (Pumarola et al., 1991; Garcia y Shimizu, 1998).

El método de preferencia para el diagnostico de Cryptosporidium sp. consiste en
concentrar los microorganismos en muestras de heces por técnicas de flotacion y
después identificarlos por microscopia de contraste de fase o métodos de tincion. Las
tinciones estandar para protozoarios intestinales no tifien al Cryptosporidium sp. de
manera adecuada, por lo cual las muestras se tratan con tincion acida o tincion de
auramina-rhodamina. Se ha desarrollado un método para diagnostico inmunoldgico
empleando la técnica de inmunofluorescencia indirecta, que utiliza anticuerpos
especificos monoclonales y policlonales marcados con fluoresceina, siendo de mucha
utilidad, pues permiten un diagndstico en poco tiempo. Esta técnica es sensible y
especifica, pero con el inconveniente de ser muy costosa, por lo tanto, es usada en
laboratorios de investigacion de alta tecnologia y tiene su uso limitado en estudios
epidemioldgicos de infecciones asintomaticas (Arrowood y Sterling, 1989; Esteban

etal., 1998; Kang et al., 1998).

Ademas, existen pruebas de ELISA comerciales para la deteccion de antigenos de
Cryptosporidium sp., en muestras de heces fecales, que podrian ofrecer un resultado
mas confiable que el método de Ziehl Neelsen modificado. Este procedimiento de
ELISA se caracteriza por ser versatil, simple en su realizacion y emplear reactivos

economicos (Anusz, 1990; Ungar, 1990).

En la ciudad de Cumana, estado Sucre, son comunes los casos de pacientes
inmunosuprimidos que presentan diarreas sin causa conocida, y en muchos casos se

obvia la busqueda de Cryptosporidium sp. como posible agente causal de las mismas,



debido a que en la mayoria de los laboratorios clinicos de rutina se utiliza
basicamente el examen directo con solucion salina fisiologica al 0,85% y lugol, que

no permiten la identificacion efectiva del parasito (Chacon, 1999).

Ante estas evidencias, el presente trabajo estuvo dirigido a la evaluacion de técnicas
diagnosticas para la deteccion de Cryptosporidium sp. en muestras fecales obtenidas
de pacientes inmunosuprimidos provenientes de la Unidad de Medicina del Servicio
Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, de la ciudad de

Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La poblacién estudiada estuvo conformada por 35 pacientes inmunosuprimidos
adultos de ambos géneros, con cuadro diarreico y que no estuvieran recibiendo
tratamiento antiparasitario, provenientes de la Unidad de Medicina del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, de la ciudad de

Cumana, estado Sucre, durante los meses mayo-noviembre de 2010.

Obtencion de la muestra

Las muestras fecales de los pacientes se recolectaron 3 veces por semana, éstas se
trasladaron al Laboratorio Clinico Jesus de Nazareth y al Laboratorio Clinico
Universitario I, de la ciudad de Cumana, estado Sucre, para su almacenamiento y
procesamiento. En este estudio se siguieron los lineamientos de ética, establecidos
en la declaracion de Helsinki (OPS, 2000), entre los cuales destacan que, este trabajo
de investigacion estuvo solo a cargo de personas con la debida preparacion cientifica
y bajo la vigilancia de un profesional de la salud, por otra parte, a cada individuo se
le solicitdé un consentimiento valido y se entregaron las condiciones y aspectos

referidos a la investigacion (Anexo 1).

Procedimiento técnico

Para la determinacion de Cryptosporidium sp. en las muestras de heces recolectadas
se realizo el andlisis coproparasitolégico, comenzando con un examen directo con
solucion salina fisiologica al 0,85% y lugol (Chester et al., 1992), y se utilizaron
otras técnicas parasitologicas y de captura de coproantigenos de Cryptosporidium sp.

descritas a continuacion:



M¢étodo de Sheather modificado, basado en el hecho de que cuando se mezclan las
heces fecales con una solucion de elevado peso especifico, los ooquistes de los
parésitos presentes flotan en la superficie, pudiéndose observar. Para esta técnica se
utiliz6 una soluciéon de sacarosa con una densidad de 1300. Se mezclaron en
proporciones, una parte de materia fecal mas nueve partes de la solucion azucarada,
se filtr6 a través de una gasa y se centrifugd 5 minutos a 1 500 rpm. El material se
tomd de la superficie (sobrenadante) con una micropipeta, y se observd al

microscopio con el objetivo de 40X (Basso et al., 1998).

Ziehl Neelsen modificado, basado en la demostracion de las caracteristicas de acido
alcohol resistencia del parasito en frio. Para la deteccion de Cryptosporidium sp. por
esta técnica, se realizaron frotis finos de las heces en un portaobjeto previamente
desgrasado. Al secarse los frotis se cubrieron con metanol para fijarlos, luego con
carbol fucsina durante 10 minutos sin dejarlos secar, se decoloraron con &cido
sulfurico al 10,00%, durante el mismo tiempo, hasta que las ldminas quedaron libres
de colorantes. Se lavaron con agua destilada por 10 segundos y posteriormente, se
contratifieron con azul de metileno al 3,00% durante 30 segundos. Finalmente, se
lavaron con agua destilada por 10 segundos, se dejaron secar y se observaron al

microscopio con el objetivo de inmersion.

Analisis inmunoenzimatico o ELISA (Diagnostic Automation, Inc.) basado en el uso
de anticuerpos marcados con una enzima, que al unirse con los antigenos presentes
en las muestras fecales, forman un complejo con actividad enziméatica que se revela
mediante la adicidon de un sustrato especifico, produciendo una reaccion de color que

se evidencia y cuantifica mediante el uso de un lector de ELISA Stat Fax 302/pluss.

Para la deteccion de Cryptosporidium sp. en heces por el método de ELISA se
procedi6é a diluir la muestra en una proporcion 1:4, con el diluente de muestra
provisto por el estuche comercial. El pozo 1 se utilizé para el blanco de muestra, se
agregaron 100ul del control negativo en el pozo 2 y 100ul del control positivo en el
pozo 3. Se afiadieron 100ul del sobrenadante de cada solucion de heces en los pozos

restantes correspondientes a las muestras de los pacientes. Se incubaron por 30

10



minutos a una temperatura de 15 - 25 °C (temperatura ambiente). Se lavaron
vigorosamente 3 veces cada pozo con solucion de lavado diluida (provista por el
estuche comercial). Se adicionaron a cada pozo 100ul del conjugado. Se incubo por
5 minutos a temperatura ambiente. Luego fueron lavados vigorosamente 3 veces
cada pozo con solucion de lavado diluida. Se agregaron a cada pozo 100ul del
sustrato. Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavo vigorosamente 3
veces cada pozo con solucion de lavado diluida. Posteriormente, se afiadieron 100ul
del cromogeno (tetrametilbenzidina) y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.
Se adicionaron 100ul de solucion de parada (acido fosférico 1M) para terminar la
reaccion. Los resultados se leyeron en un lector Stat Fax 302/pluss. a una longitud de

onda 630 nm, utilizando un blanco.

Interpretacion de resultados

Reactivo: Cuando la absorbancia obtenida fue mayor o igual a 0,15 unidades de
densidad optica (DO). Indic6 que la muestra analizada contenia antigenos de

Cryptosporidium sp.

No reactivo: Cuando la absorbancia obtenida fue menor a 0,15 unidades DO. Indicd

que la muestra no contenia niveles detectables de antigenos de Cryptosporidium sp.

Anadlisis de datos

Para la determinacion de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo, se calcul6 el numero de verdaderos positivos (VP), nimero
de verdaderos negativos (VN), nimero de falsos positivos (FP) y nimeros de falsos

negativos (FN) (Pita y Pértegas, 2003).

VP
Sensibilidad = — x 100
VP + FN
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VN

Especificidad = — x 100
VN + FP
VP
Valor predictivo positivo =——— x 100
VP +FN
VN
Valor predictivo negativo =———— x 100
VN + FN
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RESULTADOS Y DISCUSION

El proposito de esta investigacion consistio en la evaluacion de técnicas diagnosticas
para la deteccion de Cryptosporidium sp. en muestras fecales obtenidas de pacientes
inmunosuprimidos provenientes de la Unidad de Medicina del SAHUAPA, de la
ciudad de Cumand, estado Sucre, utilizdndose una muestra constituida por 35
pacientes inmunosuprimidos adultos, de ambos géneros, con cuadro diarreico; los

resultados obtenidos se expresan a continuacion en tablas y figuras.

En la tabla 1 se observa que de los 35 muestras fecales evaluadas a través de los
métodos coproparasitoldgicos (examen directo, Ziehl Neelsen modificado y Sheather
modificado), 5 fueron positivas por el método de Ziehl Neelsen modificado; mientras
que con el examen directo y el método de Sheather modificado no se observaron
ooquistes del parasito. La visualizacién de ooquistes como pequeios corpusculos
redondeados u ovales de aproximadamente 4-6 pm de diametro, de color fucsia

contrastando con el fondo azul, indicé la presencia de Cryptosporidium sp. (Figura

).

Tabla 1. Cryptosporidium sp. diagnosticado parasitologicamente en las muestras
fecales de pacientes inmunosuprimidos de la Unidad de Medicina del Servicio
Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, de la ciudad de
Cumana, estado Sucre.

Cryptosporidium sp.

Positivo Negativo
Método n % n %
Examen directo 0 0 35 100
Sheather modificado 0 0 35 100
Ziehl Neelsen modificado 5 14,29 30 85,71

n: numero de muestras; %: porcentaje de las muestras.
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Figura 1. Fotomicrografia de ooquiste de Cryptosporidium sp. tefiido con el método
de Ziehl Neelsen modificado (1 000X), observado en las muestras fecales de
pacientes inmunosuprimidos de la Unidad de Medicina del Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, de la ciudad de Cumana,
estado Sucre.

Con la utilizacion del examen directo, no se evidencid presencia de ooquistes del
parasito, concordando con Kang et al. (1998), quienes sefialaron que en el examen
directo no se realiza la observacion del ooquiste o es muy dificil la misma; y con
Chacon et al. (2009), quienes indican que se deben realizar examenes
coproparasitologicos adicionales, para la busqueda de coccidios en pacientes con
sintomas gastrointestinales crénicos/eosinofilia, ain en ausencia de diarrea, ya que

los métodos de rutina son de poca utilidad para el diagnostico.

Adicionalmente, se realiz6 el método de flotacion Sheather modificado; en este caso,
tampoco se evidencid la presencia de ooquistes del parasito. Por tanto, es posible
que las muestras de heces analizadas en este estudio tuvieran pocos ooquistes de
Cryptosporidium sp. que aunado a la alta exigencia que requiere el procesamiento de
las muestras por este método, pudieron influir en el hecho de que no se encontraran
ooquistes en las mismas. En este sentido, Chacon (1999), compard el método de
Ziehl Neelsen modificado con dos métodos de concentracion incluyendo el Sheather
modificado, en muestras contaminadas experimentalmente, concluyendo que el

método de Sheather modificado no detectd ooquistes cuando habian concentraciones
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muy pequeiias (1/10) de los mismos en las heces fecales. MacPherson y McQueen
(1993) llegaron a conclusiones similares, sefialando que el método de Sheather
modificado es muy exigente, debido a que la solucion de azicar debe tener una
gravedad especifica correcta, por lo que no se ajusta bien al flujo de trabajo en el

laboratorio.

En contraste, Koneman et al. (1992) sefialaron que en infecciones leves se
recomienda el uso del método de flotacion de Sheather modificado, mientras que
Suresh y Jerold (1996), afirmaron que el método de Sheather modificado es efectivo,

pues permite concentrar una gran cantidad de ooquistes viables.

Es importante senalar que en el presente estudio, al utilizarse el método de Ziehl
Neelsen modificado, se evidencio la presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp.
resultando 5 casos positivos. Varios autores han realizado diferentes trabajos
comparando tinciones y métodos de concentracion para la identificacion del
protozoario, Ziehl Neelsen modificado ocup6 el segundo lugar, antecedido por el
método de auramina; también se ha senalado al método de Ziehl Neelsen modificado
como el mas sensible (100%) (Casemore et al., 1985; MacPherson y McQueen,
1993; Calvo et al., 1995; Mago et al., 1995; Chacon, 1999; De La Ossa et al., 2007,
Chavez, 2008).

Cabe destacar que la capacidad del método de Ziehl Neelsen modificado para
detectar los ooquistes, depende de la buena ejecucion del mismo y de la experiencia
del analista. También juega un papel importante el curso de la enfermedad, debido a
que algunos pacientes pudieran excretar ooquistes del parasito cuando se hacen
asintomaticos, asi como también pacientes sintomaticos no pudieran presentar

ooquistes (Chacon, 1999).

Las dificultades y lo laborioso del diagnostico coproparasitolégico de
Cryptosporidium sp. ha propiciado el desarrollo de estuches comerciales basados en
la captura de antigenos fecales. En el presente estudio, al procesar las muestras con el

estuche comercial ELISA, se obtuvo un mayor niumero de resultados positivos que
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los observados con la técnica de Ziehl Neelsen modificada, como se indica en la

tabla 2.

Tabla 2. Resumen estadistico de las densidades opticas del estuche comercial ELISA
(Diagnostic Automation, Inc.) utilizado para la deteccion de antigenos de
Cryptosporidium sp. en las muestras fecales de pacientes inmunosuprimidos de la
Unidad de Medicina del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

ELISA n X DS Rango

Positivos 7 0,44 0,40 0,21-1,16
Negativos 28 0,07 0,03 0,01-0,12
Total 35 0,14 0,24 0,01-1,16

n: nimero de muestras; * : media aritmética; DS: desviacion estandar.

En términos generales, el promedio de los resultados positivos y negativos fue de
0,44 y 0,07 densidad optica (DO), respectivamente; considerando que para la
interpretacion de un resultado positivo (reactivo) en esta técnica la lectura de la
absorbancia debe ser > 0,15 DO y menor en el caso de las muestras negativas (no
reactivas); claramente se observa la positividad o negatividad de las muestras

problemas.

Anderson et al. (1982) senalaron que el método de eleccion para la busqueda de
Cryptosporidium sp. es el diagnostico por inmunofluorescencia y ELISA. En la
investigacion de Ungar (1990), de 62 muestras de heces de pacientes con
Cryptosporidiosis, detectadas por dos métodos de diagndstico microscopico
(flotacion y Ziehl Neelsen modificado), 51 fueron positivas por el ELISA, y de un
total de 182 muestras de pacientes sin infeccion, 176 casos fueron negativos por la
misma y 6 casos positivos; 3 de las muestras positivas por ELISA provenian de

pacientes con un diagnostico temprano de Cryptosporidiosis.

Kelh et al. (1995) afirman que existen métodos de deteccion de antigenos en heces
por inmunofluorescencia, hemaglutinacion y ELISA que presentan buenos
resultados, incluso superiores a los métodos tradicionales como el examen directo,

métodos de flotacion, Ziehl Neelsen modificado, entre otros.
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Dagan et al. (1995) encontraron en su investigacion que de 139 muestras negativas
por Ziehl Neelsen modificado, 13 (9,30%) fueron positivas por el ELISA.
Concluyendo que el ELISA es una herramienta importante para la identificacion de
Cryptosporidium sp. en muestras de materia fecal en estudios de campo, ya que es
sensible, especifico, facil de usar, y no es afectado por la presencia de un
conservante. De acuerdo con Acuiia et al. (2009) la técnica de ELISA aporta una
herramienta mas para el diagndstico de la cryptosporidiosis intestinal, siendo
fundamental, como en todos los casos, una buena interrelacion entre el clinico y el

laboratorio para un correcto diagnostico del paciente.

Al respecto, Doing et al. (1999) encontraron discordancia con estos resultados, pues
obtuvieron 62 falsos positivos con el ensayo inmunoenzimatico comercial (Alexon
Prospect) que ya habian sido corroborados con extensas examinaciones

microscopicas.

En la presente investigacion se compar6 la sensibilidad y especificidad diagndstica
del estuche comercial ELISA con los resultados coproparasitologicos de tincion con
Ziehl Neelsen modificado. A partir de los datos mostrados en la tabla 3 se obtuvo
para la técnica de ELISA una sensibilidad de 100% (5/5), especificidad de 93,33%
(28/30), un valor predictivo positivo (VPP) de 71,43% (5/7) y un valor predictivo
negativo (VPN) de 100% (28/28).

De las 7 muestras que presentaron antigenos de Cryptosporidium sp., 5 estaban
positivas con el método de Ziehl Neelsen modificado, por lo que se encontré un
indice de concordancia Kappa entre el estuche comercial ELISA y el método
parasitoldgico de Ziehl Neelsen modificado de 0,80; lo que significa que la fuerza de
concordancia entre los dos métodos es buena, la consistencia entre estos métodos es
de 80,00%; indicando que puede utilizarse una u otro método, pero al observar la
sensibilidad (100%) y especificidad (93,00%), se deduce que el estuche comercial
ELISA permitié reconocer mas muestras con Cryptosporidium sp. que el Ziehl

Neelsen modificado.
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Tabla 3. Tabla de contingencia de casos de Cryptosporidium sp. detectados por el
método de Ziehl Neelsen modificado y el estuche comercial ELISA (Diagnostic
Automation, Inc.), en las muestras fecales de pacientes inmunosuprimidos de la
Unidad de Medicina del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald” (SAHUAPA), de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

ELISA
Ziehl Neelsen modificado Positivo Negativo Total
Positivo 5 0 5
Negativo 2 28 30
Total 7 28 35

En este estudio, de las 7 muestras positivas para Cryptosporidium sp. por el estuche
comercial ELISA, 5 eran liquidas y 2 formadas, relaciondndose con las
caracteristicas descritas por Barrios et al. (2004), en cuya investigacion demostraron
que la captura de antigenos fecales mostro, respecto al coprodiagndstico, mayor

especificidad y sensibilidad en muestras liquidas que en heces formadas.

Trabajos realizados por otros investigadores utilizando también técnicas de captura
de coproantigenos han revelado sensibilidades desde 53,30% hasta 98,00% y
especificidades que oscilan entre 89,30% y 98,00% (Dagan et al., 1995; Barrios et
al., 2004; Chalmers et al., 2011). La sensibilidad de 100% obtenida con el estuche
comercial ELISA, utilizado en este estudio, es superior a las encontradas por los
investigadores ya citados, mientras que la especificidad 93,33% esta cerca del rango
superior de los resultados hallados por los mismos. El valor predictivo positivo
calculado en este estudio 71,43%, es menor al de Acufa et al. (2009) y Ungar,
(1990), quienes obtuvieron valores de 78,00% y 89,50%, respectivamente; a
diferencia del valor predictivo negativo 100% que fue superior a los expresados por

los mismos 97,00% y 94,20%, respectivamente.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la técnica de ELISA
(Diagnostic Automation, Inc) es mas sensible que la tincion de Ziehl Neelsen
modificada, dado que con el ELISA se pudo obtener mayor niimero de resultados
positivos. Sin embargo, la determinacion del indice de concordancia Kappa indico

que para la determinacion de Cryptosporidium sp. en muestras fecales se puede usar,
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tanto el método de ELISA, como el método de tincion de Ziehl Neelsen modificado
indistintamente. El examen directo con solucion salina fisiologica al 0,85% y lugol,
ademas del método de flotacion de Sheather modificado, no fueron de gran ayuda en

este estudio.
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CONCLUSIONES

El método parasitologico de tincion Ziehl Neelsen modificado permitié detectar la
presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp, mientras el examen directo con
solucion salina fisioldgica y lugol y el método de Sheather modificado no detectaron

ooquistes del mismo.
De los métodos utilizados en este estudio para la determinancion de Cryptosporidium

sp. la técnica de ELISA result6 mas sensible y especifica, usando como referencia el

método de Ziehl Neelsen modificado.
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RECOMENDACIONES

Realizar charlas de educacion sanitaria a los pacientes inmunosuprimidos que acuden
al servicio de medicina del SAHUAPA; dictadas por personal capacitado,

procurando en la medida de lo posible que apliquen las mismas.
Entregar a los pacientes folletos donde se explique clara y detalladamente, las
medidas preventivas que deben seguir para evitar el contagio con este tipo de

parésitos que ponen en riesgo ain mas su vida.

Promover la utilizacién de pruebas cuantitativas de coprocaptura de antigenos en

instituciones publicas de salud, para la deteccion de Cryptosporidium sp.
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Anexo 1

Baj

CONSENTIMIENTO VALIDO

o la coordinacion de la profesora Del Valle Guilarte, se esta realizando el

proyecto deinvestigacion titulado: “DETECCION DE Cryptosporidium sp. POR
DIFERENTES TECNICAS DIAGNOSTICAS EN PACIENTES
INMUNOSUPRIMIDOS. SAHUAPA,

CUMANA, ESTADO SUCRE”.

YO:
C.lI NACIONALIDAD:
ESTADO CIVIL: DOMICILIADO EN:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales sin que medie

coaccidon ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,

duracion, propoésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado,

declaro mediante el presente:

1.

Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion titulado “DETECCION DE Cryptosporidium sp. POR
DIFERENTES TECNICAS DIAGNOSTICAS EN PACIENTES
INMUNOSUPRIMIDOS. SAHUAPA, CUMANA, ESTADO SUCRE”.

Tener conocimiento claro que el objetivo del trabajo es: Evaluar técnicas
diagnosticas para Cryptosporidium sp. en muestras fecales obtenidas de pacientes
inmunosuprimidos provenientes de la Unidad de Medicina del Servicio
Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalda” (SAHUAPA), de
la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador, en el cual
se establece que mi participacién en el trabajo consiste en: donar de manera
voluntaria una muestra de heces para ser entregada al investigador del proyecto.
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Que las muestras de heces que acepto donar seran utilizadas unica y
exclusivamente para demostrar la presencia o no de Cryptosporidium sp.

Que el equipo de personas que realizan esta investigacion coordinada por las
profesora Del Valle Guilarte, me han garantizado confidencialidad relacionada
tanto con mi identidad como a cualquier otra informacion relativa a mi persona a
la que tenga acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes
mencionado.

Que bajo ninglin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo o inconveniente alguno
para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga relacion con este estudio me serd respondida
oportunamente por parte del equipo antes mencionado, con quienes me puedo
comunicar por los teléfonos: 0416-0817209.

Que bajo ningin concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningtin beneficio
de tipo econdomico producto de hallazgos que puedan producirse en el referido
proyecto de investigacion.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a este
formato de consentimiento y por cuanto mi participacion es totalmente voluntaria,

acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en las muestras de heces que acepto
donar para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacion en cualquier
momento sin que ello conlleve algin tipo de consecuencia negativa para mi
persona.

Firma del Voluntario:

Nombre y Apellido:
C.I:

Lugar y Fecha:

Firma del Testigo:

Nombre y Apellido:
C.I:

Lugar y Fecha:
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma
este formulario de consentimiento, comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos
y beneficios de la participacion en este estudio. Ningun problema de indole médico,
de idioma o de instruccién ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su

compromiso con este estudio.
DETECCION DE Cryptosporidium sp. POR DIFERENTES TECNICAS
DIAGNOSTICAS EN PACIENTES INMUNOSUPRIMIDOS. SAHUAPA,

CUMANA, ESTADO SUCRE

Firma del Investigador:

Nombre y Apellido:
C.L

Lugar y Fecha:
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Apéndice |

Célculo de la sensibilidad y de la especificidad del estuche comercial ELISA

(Diagnostic Automation, Inc).

Verdaderos positivos= 5 pacientes

Verdaderos negativos= 28 pacientes

Falsos positivos= 0 pacientes

Falsos negativos= 2 pacientes

VP 5
Sensibilidad = ————— x 100 =—x 100 = 100,00 %
VP+FN (5+0)
VN 28
Especificidad = ———x 100 = ——— x 100 = 93,33%
VN + FP (28 +2)
VP 5
Valor predictivo positivo = ———— % 100 = —— x 100= 71,43%
VP + FP (5+2)
VN 28
Valor predictivo negativo= ——x 100 = —— x 100 = 100,00%
FN + VN (28+ 0)

Indice de kappa = 0,80 grado de acuerdo muy bueno.
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