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PARA LA DETECCION DEL Cryptosporidium spp.
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RESUMEN

Con el objetivo de estimar la frecuencia de infecciéon por coccidios intestinales en nifios admitidos en un hospital de
Peru, y comparar la tincion acido-resistente modificada (TARM) y el ELISA para la deteccion de Cryptosporidium spp.;
se realizé un estudio transversal entre octubre de 2014 y junio de 2015. Los coccidios se detectaron mediante la TARM
y ELISA Cryptosporidium (kit r-Biopharm) en muestras seriadas de heces. De un total de 325 nifios, el 5,5% tuvieron
alguin coccidio intestinal, 3,7% Cryptosporidium spp. (usando ambas técnicas) y 1,8% Cyclospora cayetanensis (TARM).
La TARM y ELISA mostraron una concordancia de 0,955 en la deteccion de Cryptosporidium spp. Se concluye que los
coccidios intestinales son frecuentes en nifios de la poblacién estudiada; asimismo, ambas técnicas pueden usarse para
la deteccion de Cryptosporidium spp., sin embargo, el menor costo y la capacidad de detectar otros coccidios ofrecen
una ventaja a la TARM en la practica diaria.

Palabras clave: coccidios intestinales, Cryptosporidium, Cyclospora, tincién acido resistente, ensayo de inmunoadsorcion
enzimatica (fuente: DeCS BIREME).

INTESTINAL COCCIDIOSIS IN CHILDREN ADMITTED TO A HOSPITAL
IN PERU AND COMPARISON OF TWO METHODS FOR DETECTING

Cryptosporidium spp.

ABSTRACT

A cross-sectional study was done between October 2014 and June 2015 to estimate the frequency of infection due to
intestinal coccidiosis in children admitted to a hospital in Peru, and compare the modified acid-fast staining procedure
with the enzyme-linked immunoassay (ELISA) method for the detection of Cryptosporidium spp. Coccidia were detected
using the modified acid-fast staining procedure and the Cryptosporidium ELISA method (kit r-Biopharm) on seriated stool
samples. Out of a total of 325 children, 5.5% had some type of intestinal coccidiosis: 3.7% involved Cryptosporidium
spp. (using both techniques) and 1.8% involved Cyclospora cayetanensis (using the modified acid-fast staining
procedure). The modified acid-fast staining procedure and ELISA method revealed a 0.955 consistency in the detection
of Cryptosporidium spp. In conclusion, intestinal coccidiosis is frequent in children based on the population studied;
similarly, both techniques can be used to detect Cryptosporidium spp., but the modified acid-fast staining procedure has
an advantage over the other because it is cost-effective and can detect other coccidia in everyday practice

Key words: intestinal coccidia, Cryptosporidium, Cyclospora, acid-fast stain, enzyme-linked immunosorbent assay
(source: MeSH NLM)

INTRODUCCION

Los coccidios intestinales (Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanesis y Cystoisospora belli) son
parasitos protozoos apicomplejos de infeccion
intracelular obligada, que afectan preferentemente la
mucosa intestinal. La infeccion humana por coccidios

es comun en personas inmunocomprometidas e
inmunocompetentes, siendo estos parasitos causa
importante y emergente de diarrea alrededor del mundo,
principalmente en nifios (-3

Numerosas caracteristicas bioldgicas de los coccidios,
tales como la sobrevivencia de los ooquistes durante largos
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periodos de tiempo en el ambiente, la resistencia relativa
a la desinfeccién con cloro ¥, y su transmisiéon zoondtica
(algunas especies de Cryptosporidium spp.) ®9y a través de
agua y alimentos contaminados ™) hacen de ellos potentes
agentes infecciosos en paises con escaso saneamiento
basico como el Per, pais que ha sido considerado
endémico, en particular para la cyclosporosis . De hecho,
los brotes epidémicos de coccidiosis intestinal de origen
hidrico y alimentario son importantes en salud publica ¢19.
Las enfermedades intestinales de curso agudo y crénico
de etiologia desconocida son frecuentes en la practica
clinica . De hecho, parte de los casos podrian deberse
a infeccién por coccidios intestinales no diagnosticada,
debido al escaso uso de pruebas especificas en los
laboratorios, en especial en paises en desarrollo como
Peru. Al respecto, las pruebas coproparasitoldgicas
rutinarias, como el examen microscopico directo
presentan baja sensibilidad o son ineficaces para
detectar los coccidios (2. En este contexto, el diagnéstico
oportuno y confiable de los coccidios intestinales
cobra gran importancia para la prevencion, vigilancia y
tratamiento de la enfermedad.

Los ooquistes de los coccidios se detectan
convencionalmente por microscopia 6ptica, en fresco (C.
cayetanensis y C. belli) o coloreados a través de varias
técnicas que difieren en su sensibilidad y practicidad;
sin embargo, la tincién acido-resistente en frio (ziehl-
Neelsen modificado o Kinyoun) o caliente, ha prosperado
hasta convertirse en la prueba de referencia (135
Asimismo, la microscopia de inmunofluorescencia
son también usadas (4. Antigenos especificos en
heces (coproantigenos) pueden ser detectados por
métodos inmunolégicos, como la inmunocromatografia y
el enzimoinmuno andlisis (ELISA) (718 con ventajas de
sensibilidad y especificidad respecto a la microscopia aun
en debate. En los ultimos afios se han propuesto métodos
moleculares altamente sensibles basados en la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) para su deteccion,
y en el caso de Cryptosporidium spp, diferenciacion de
especies ¢'9; sin embargo, debido al relativo alto costo
aun no se han extendido para su uso en diagndstico.

La frecuencia de la coccidiosis intestinal en poblacion
infantil es poco conocida en la regién Lambayeque, lo
que sumado a la baja sensibilidad o al uso de pruebas
no especificas para su deteccién, no han permitido
el diagndstico y el oportuno tratamiento. En este
sentido, es necesario promover métodos diagndsticos
especificos, sencillos, sensibles, reproducibles y de bajo
costo que puedan ser adoptados por los laboratorios.
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El objetivo de este estudio fue describir la frecuencia
y caracteristicas clinicas asociadas a infeccién por
coccidios intestinales en niflos admitidos en el Hospital
Regional Lambayeque, Peru; asimismo, comparar la
tincion acido resistente modificada (TARM) y ELISA
coproantigenos en la deteccién de Cryptosporidium spp.

EL ESTUDIO
DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Estudio observacional de corte transversal realizado
entre octubre de 2014 y junio de 2015 en nifios admitidos
en el Hospital Regional Lambayeque (HRL) en Chiclayo,
Peru. EI HRL es un hospital de alta complejidad,
categoria lll-1, que atiende pacientes referidos de la
region Lambayeque y regiones aledafas.

Se incluyeron nifios entre 6 meses y 10 afios de edad
atendidos en los servicios de consultorio externo,
emergencia y medicina, a los cuales se les solicitd
examen parasitoldgico seriado. Se excluyeron los nifios
que recibian tratamiento antimicrobiano al momento o
dias previos alatoma de muestra y aquellos coninfeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana. Se calculo
un tamafio de muestra para estimar una proporcion
cuando la poblacién es desconocida, se considerd un
nivel de confianza de 0,95, un error de 0,035 y una
proporcion “P” esperada de 0,089 (2. Asi mismo, el
método de muestreo fue aleatorio simple. La recoleccion
de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas (edad,
sexo, procedencia, aspecto y consistencia de las heces,
dolor abdominal, nausea-vomito y fiebre) fue a través
de un cuestionario estructurado, aplicado por personal
capacitado a los padres de familia o apoderados.

DETECCION DE LOS COCCIDIOS INTESTINALES

Se recolectaron tres muestras seriadas de heces, se
identificaron y fueron entregadas inmediatamente al
Laboratorio de Parasitologia, Metaxénicas y Zoonosis
del HRL. En este lugar, cada muestra fue segregada y
conservada con formalina al 10% una parte y congelada
a -70 °C la otra, para su posterior analisis mediante
tincion acido-resistente modificada (TARM) y ELISA
para Cryptosporidium respectivamente. Los analisis
fueron diarios para la TARM y semanal para el ELISA
en forma ciega e independiente. Se consider6 caso
positivo cuando se observd ooquistes de coccidios
al menos en una muestra mediante la TARM o ELISA
coproantigenos.
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La deteccion de coccidios mediante TARM se realiz
independientemente en tres muestras seriadas siguiendo
el protocolo descrito por Garcia et al. (1983) (¥, La
técnica consistid en extender finamente materia fecal
previamente sedimentada por centrifugacion. En muestras
mucosas se traté previamente con KOH al 10% antes
de la extension. Después de secar vy fijar, la extension
se colored con fucsina fenicada durante 5 min, el que
incluyd un calentamiento. Posteriormente, se decolord
por no mas de 30 s y colored con azul de metileno por un
minuto. Cada lectura microscépica fue realizada por dos
microscopistas entrenados en el reconocimiento de los
ooquistes de Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium
spp. y Cystoisospora belli.

En cuanto al ensayo inmunoldgico por ELISA para la
deteccion de Cryptosporidium spp., se uso el kit comercial
Cryptosporidium r-Biopharm, USA, el que contenia
anticuerpos para la deteccion cualitativa y especifica de
antigenos fecales del parasito. El kit mostrd un certificado
de calidad para cada lote usado y describio 96 y 100%
de sensibilidad y especificidad, respectivamente, en
referencia al PCR en tiempo real. Asimismo, excepto con
Campylobacter coli, el kit no describe reaccién cruzada con
otros enteropatdgenos. Previamente al ensayo se realizd
un pool de las tres muestras de cada nifio. El protocolo de
ensayo de ELISA sigui6 las recomendaciones del fabricante
y se consideré positivo a Cryptosporidium spp. indices
superiores a 1,1; mientras que indices menores de 0,9 y
0,9 a 1,1 se interpretaron como negativo e indeterminado,
respectivamente. En este Ultimo caso se repitié el examen
solicitando al participante nueva serie de muestras.

ANALISIS ESTADISTICO

Se estimé la frecuencia de la coccidiosis intestinal
y se realiz6 el analisis descriptivo de las variables
independientes. Las pruebas de chi cuadrado, prueba
exacta de Fisher y razon de probabilidades (odds ratio,
OR) fueron calculadas para evaluar la asociacion entre
la coccidiosis y las variables independientes cualitativas.
La comparacion de las técnicas diagnodsticas para
Cryptosporidium (TARM y ELISA) se realizé mediante
la diferencia de proporcién de positivos detectados
(rendimiento diagndstico) por “Z test” y del coeficiente
de concordancia Kappa. Asimismo, se calculd la
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y negativo (VPN) del ELISA en referencia
a la TARM, con el fin de evaluar su validez mediante la
probabilidad de deteccién de los positivos y negativos.

Se considero un nivel de confianza del 95% y un valor
de p<0,05 como significativo. El analisis estadistico se
realizé en los programas InfoStat/E version 2008 y el
GraphPad Prism version 6.

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Regional Lambayeque. La participacion en
el estudio fue voluntaria y aceptada a través de la firma
de un consentimiento informado por parte del padre o
apoderado y un asentimiento informado por los nifios
mayores de 8 afios.

RESULTADOS

Se investigaron 975 muestras procedentes de 325
nifios de entre 6 meses y 10 afnos de edad atendidos
en el Hospital Regional Lambayeque, Chiclayo, Peru.
La muestra tuvo una mediana de 4 afos de edad y se
caracterizé por el predominio del sexo masculino (52,0%)
y nifios menores de 5 afios (53,9%). Las caracteristicas
clinicas que presentaron los nifios se describen en la
Tabla 1.

El analisis bivariado entre las variables independientes
y la coccidiosis intestinal, mostré que presentar dolor
abdominal y nausea-vomito estuvo asociado con la
mayor frecuencia de la enfermedad; mientras que, la
edad menor o igual de 5 afos y la presencia de heces
diarreicas no representaron asociacion (Tabla 1).

El 55% (18/325) de nifios tuvo algun coccidio
intestinal (IC 95%: 3,0-8,0); 3,7% (12/325) tuvo
Cryptosporidiun spp. y 1,8% (6/325) C. cayetanensis.
No se encontré ningun caso de infeccion por C. belli.
En cuanto a la comparacion entre las técnicas tincion
acido-resistente modificada (TARM) y ELISA en la
deteccién de Cryptosporidium spp, los resultados se
muestran en la Tabla 2. Ambas técnicas obtuvieron un
rendimiento diagnéstico similar (p=0,999) y un indice de
concordancia Kappa de 0,955 (IC 95%: 0,846-1,000).
Las estimaciones diagndsticas del ELISA en referencia
a la TARM fueron: sensibilidad 100% (IC 95 %: 95,4-
100), especificidad 99,7% (IC 95 %: 98,9-100), valor
predictivo positivo 91,7%, valor predictivo negativo
100% y los coeficientes de probabilidad positivo y
negativo fueron 314 y 0 respectivamente.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los nifios menores de 10 afios atendidos en el Hospital Regional Lambayeque,

Chiclayo 2015
Variables N (%) Coccidios/total (%) OR (IC 95%) Valor p
Sexo
Femenino 223 (48,0) 8/156 (5,1) 1,00
Masculino 169 (52,0) 10/169 (5,9) 1,16 (0,46-2,95) 0,812*
Procedencia
Urbano 223 (68,6) 12/223 (5,4) 1,00
Rural 102 (31,4) 6/102 (5,9) 0,58 (0,21-1,60) 0,332*
Grupo etario
6 a 10 afios 150 (46,1) 10/175 (6,7) 1,00
< 5 afios 175 (53,9) 8/175 (4,6) 0,67 (0,26-1,70) 0,471*
Color heces
Pardo 194 (59,7) 11/194 (5,7) 1,00
Verde 56 (17,2) 3/56 (5,4) 0,94 (0,25-3,50)
Marrén 75 (13,1) 4/75 (5,3) 0,94 (0,29-3,04) 0,992**
Aspecto heces
Semiformado 197 (60,6) 7/197 (3,6) 1,00
Formado 35(10,8) 2/35 (5,7) 1,65 (0,33-8,27)
Diarreico 93 (28,6) 9/93 (9,7) 2,91 (1,05-8,07) 0,103**
Consistencia heces
Blando 275 (84,6) 16/275 (5,8) 1,00
Sélido 23 (7,1) 0/23 (0,0) 0,34 (0,02-5,76)
Liquido 27 (8,3) 2/27 (7,4) 1,30 (0,28-5,96) 0,456**
Sintomas
No 161 (49,5) 5/161 (3,1) 1,00
Si 164 (51,5) 13/164 (7,9) 2,69 (0,93-7,72) 0,087*
Dolor abdominal
No 298 (91,7) 13/298 (4,4) 1,00
Si 27 (8,3) 5/27 (18,5) 4,98 (1,69-14,68) 0,011*
Nausea-vémito
No 309 (95,1) 14/309 (4,5) 1,00
Si 16 (4,9) 4/16 (25,0) 7,02 (2,12-23,31) 0,008*
Fiebre
No 302 (92,9) 16/302 (5,3) 1,00
Si 23 (7,1) 2/23 (8,7) 1,70 (0,42-6,91) 0,627*

* Prueba de Fisher exacta. ** Prueba de chi cuadrado

DISCUSION

La frecuencia de 5,5% de coccidiosis intestinal en
nifos, observada en nuestro estudio, fue inferior al
reportado en dos estudios en nifios de comunidades
urbano marginales, uno en Lima, Pert (8,9%) 2y otro
en Caqueta, Colombia (19%) @9, las cuales fueron
estimadas mediante coloraciones de Kinyoun y Kinyoun
posesporulacién, respectivamente. Sin embargo, si
comparamos la frecuencia por especie de coccidio, los
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resultados obtenidos en nuestro estudio varian en mayor
o menor grado al de otros estudios en Pert y América
Latina. Estas diferencias podrian explicarse por las
distintas condiciones sociodemograficas y ambientales
que tuvieron las poblaciones estudiadas, asi como por
la naturaleza de la poblacién (hospitalaria o comunitaria)
del cual se tomo la muestra.

Asi, el 3,7% de Cryptosporidium spp. observado en
este estudio, fue mayor al reportado en escolares de la
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Tabla 2. Frecuencia de deteccion de Cryptosporidium spp. por ELISA 'y tincidon acido-resistente modificada (TARM) en
nifos menores de 10 afios atendidos en el Hospital Regional Lambayeque, Chiclayo 2015

TARM (Gold standard)

Positivo Negativo Total .
N (%) N (%) n % Valor p
ELISA
Positivo 11 (3.4) 1 (0,3) 12 3,7)
Negativo 0 (0,0) 313 (96,3) 313 (96,3) 0,999
Total 11 (3,4) 314 (96,6) 325 (100,0)

* Z test” para la diferencia de proporciones obtenidas por ambas técnicas

region Amazonas (1,9%) @, pero menor al observado
en Lima (7,6%) ("?; mientras que en América Latina se
han reportado frecuencias desde 1,9 a 46,8% (202224,
La frecuencia de C. cayetanensis en un estudio en
poblacion general de Perd (7,3 y 41,6%) @ y otro en
nifos de Colombia (4%) @9, fue mayor respecto al
encontrado en este estudio (1,8%). En cuanto a C. belli,
no encontramos casos, sin embargo, en nifios de Peru
y Colombia se han reportado frecuencias de 1,3 2y
8% @9 respectivamente, lo que demuestra que C. belli
también es un coccidio prevalente en poblacion infantil
inmunocompetente y asintomatica. Cabe destacar que
los estudios epidemiolégicos basados en microscopia
convencional tienden a subestimar la frecuencia real de
infeccion debido a su menor sensibilidad.

El dolor abdominal y la nausea-vémito estuvo
relacionado con la mayor frecuencia de infeccion por
coccidios intestinales, no obstante, estas infecciones
han sido asociadas a multiples manifestaciones clinicas
gastrointestinales y generales que varian segun el
coccidio y el hospedador ?22%), La consistencia liquida de
las heces (diarrea) no mostré asociacion con la coccidiosis
intestinal, hallazgo que también ha sido reportado
en estudios previos en poblacion inmunocompetente
infectada con Cryptosporidium spp. ©?29, Asimismo,
tampoco se encontré asociacion con la fiebre, hecho
inesperado, debido a que este signo se ha reportado
como caracteristica importante 2.

En cuanto a la comparacion de métodos para la
deteccion de Cryptosporidium (TARM y ELISA), la
alta concordancia y el mismo rendimiento diagnéstico
encontrados bajo las condiciones de este estudio,
evidencian que ambos métodos podrian utilizarse para
detectar Cryptosporidium spp. en muestras fecales, tanto
en estudios epidemioldgicos como en el diagndstico. En
este contexto, la TARM es la técnica mas usada en los
laboratorios del mundo . Sin embargo, en Pert ain no
se ha adoptado, mientras que el ELISA es una potencial
prueba alternativa o complementaria a la TARM debido
a su disponibilidad comercial, pero que actualmente su
uso no es extensivo. Estudios previos muestran al ELISA

con una sensibilidad similar ® o menor (® respecto al
TARM, lo que difiere de los resultados aqui presentados,
lo que podria explicarse por la diferente intensidad de
parasitacion o cantidad de muestras examinadas.

La TARM tiene como ventaja su bajo costo, sencillez,
adecuada sensibilidad, alta especificidad y detecta a los
tres coccidios; sin embargo, requiere un microscopista
experimentado y mucho tiempo en la observacién
microscoépica para la identificacion de los ooquistes, lo cual
es una limitacién cuando se procesan varias muestras en
simultaneo (3. Por otra parte, la técnica de ELISA para
coproantigenos es adecuadamente sensible y especifica,
no requiere personal experimentado, es rapido, de facil
interpretacion, y se puede examinar gran numero de
muestras a la vez (®. No obstante, es mas costoso que la
TARM y no permite la deteccion de otros coccidios.

En conclusién, los coccidios intestinales son frecuentes
en nifios admitidos en el HRL, lo que evidencia la
importancia de esta parasitosis como problema de salud
publica en la regién y el pais. Asimismo, debido a la alta
concordancia, ambos métodos, TARM y ELISA, pueden
usarse para la detecciéon de Cryptosporidium spp. en
estudios epidemiolégicos y en el diagnéstico rutinario;
sin embargo, el menor costo y la capacidad de detectar
otros coccidios, ofrecen una ventaja a la TARM en la
practica diaria.
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