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RESUMEN

Se estudid la prevalencia de Cryptosporidium en 260 muestras fecales de
ninos aparentemente sanos (1-10 anos) en Valencia, estado Carabobo,
Venezuela. En 128 muestras formadas-frescas se investigaron
protozoarios intestinales por analisis microscopico al fresco y ooquistes
en extendidos tefidos con Kinyoun, y en 132 muestras preservadas en
formalina al 10% se investigé Cryptosporidium. Las muestras formadas
(n=100) fueron concentradas en formalina-acetato de etilo y coloreadas.
Las muestras liquidas (n=32) s6lo fueron coloreadas. Antigenos fecales
de ooquistes fueron determinados por ELISA (World Diagnostic). La
prevalencia de Cryptosporidium, segun la muestra, fue de 0,8% en
formadas-frescas, 8% en formadas-preservadas y 12,5% en liquidas-
preservadas. Otros protozoarios fueron identificados en heces formadas-
frescas, Blastocystis hominis (23,4%), Giardia Ilamblia (14,1%),
Endolimax nana (10,9%) y Entamoeba coli (3,1%). La captura de
antigenos fecales mostr6, respecto al coprodiagnéstico, 93,3% de
especificidad y 66,7% de sensibilidad en 32 muestras liquidas, y 89,3%
de especificidad y 53,3% de sensibilidad en 58 heces formadas. Los
resultados muestran por primera vez una prevalencia de criptosporidiosis
importante en la poblacién infantil del estado Carabobo, de clase socio-
economica baja, presentando o no diarrea. Se corrobora que la forma
clasica de analisis de heces es ineficiente para detectar Cryptosporidium.
Se demuestra poca confiabilidad diagnéstica del método de captura de
antigenos fecales. Se recomienda el uso rutinario de concentracién y
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coloracion de heces en el diagnéstico de laboratorio por ser el mas
econdémico y simple.
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ABSTRACT

Cryptosporidium: Diagnosis and Prevalence in Healthy Children from
Carabobo State, Venezuela

Prevalence of Cryptosporidium was studied in 260 stool samples of
healthy children (1 to 10 years) from Valencia City, Carabobo State,
Venezuela. In 128 formed fresh fecal samples, intestinal protozoa were
examined microscopically using wet preparations; oocyst identification
was carried out using Kinyoun stained smears. Cryptosporidium was
studied in 132 samples preserved in 10% formalin. Formed samples (n
=100) were concentrated with formalin-ethyl acetate and stained by
Kinyoun. In liquid samples (n=32), only non concentrated smears were
stained. Coproantigens were determined by ELISA (World Diagnostic).
Cryptosporidium infections were detected in 0.8% of formed fresh
samples, 8% in formed preserved and 12.5% in liquid preserved ones.
Other parasites were observed in formed fresh samples, Blastocystis
hominis (23.4%), Giardia lamblia (14.1%), Endolimax nana (10.9%) and
Entamoeba coli (3.1%). The coprocapture method had 93.3% specificity
and 66.7% sensitivity in 32 liquid samples, and 89.3% specificity and
53.39% sensitivity in 58 formed samples with respect to coprodiagnostic.
Results show for the first time a significant prevalence of
cryptosporidiosis, with or without diarrhea, in the pediatric population
from the low socio economic class Valencia City. It is confirmed that the
conventional diagnostic method of stool analysis is less sensitive for
Cryptosporidium. The coprocapture method has a low reliability.
Laboratory diagnosis by routine use of fecal concentration and smear
staining is recommended as being the most economical and simple.
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INTRODUCCION

Cryptosporidium sp. es un coccidio emergente que puede inducir
diarrea aguda autolimitante en pacientes inmunocompetentes o severa en
pacientes con la forma avanzada del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (1). La prevalencia de 1 a 32% reportada en nifios es
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dependiente de factores intrinsecos del paciente, socio-econémicos y
medioambientales (2), aunque en la poblacién los focos de infeccién no
son detectados oportunamente. En Venezuela la informacion
epidemiolégica es escasa, pero sugestiva de un problema de salud
publica importante (3-5). EI diagnéstico de laboratorio se basa en la
deteccién de los ooquistes de Cryptosporidium en las heces frescas o
preservadas, mediante métodos de concentracion y coloracion, e Inmuno-
I6gicamente, determinando anticuerpos circulantes (6) o captura de
antigenos parasitarios en heces (7). La técnicas inmunolégicas existen
como estuches comerciales (8), que pueden ser utiles en estudios
poblacionales, pero son importados, costosos y no siempre producen
resultados comparables al analisis microscopico de la heces (9, 10). En
este trabajo se reportan los resultados de un estudio para diagnosticar
Cryptosporidium en nifios del estado Carabobo.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Procesamiento de muestras. Un total de 260 muestras
fecales fueron obtenidas de nifios aparentemente sanos menores de 10
anos de edad de la ciudad de Valencia, estado Carabobo. Las muestras
fueron suministradas de manera voluntaria por los padres y divididas en
dos grupos. El grupo A (n=128) correspondié a muestras frescas no
preservadas para determinar protozoarios intestinales y el grupo B
(n=132) fueron muestras liquidas o formadas preservadas en 10%
formalina (1:3) para investigar la presencia de Cryptosporidium en
relacién con la consistencia de las heces y la deteccion de antigenos
fecales, mediante ELISA (World Diagnostic). Las heces frescas se
emulsificaron y examinaron con solucién salina, lugol y tincion de
Kinyoun de extendidos observados a 1000x (confirmacion de ooquistes),
las heces liquidas preservadas (grupo B) se evaluaron en extendidos
tenidos, mientras que las heces formadas fueron concentradas en
formalina acetato de etilo (11). La sensibilidad y especificidad del kit
comercial de ELISA fue determinada (12).

RESULTADOS

La Tabla 1 resume la frecuencia de protozoarios intestinales en 128
ninos provenientes del grupo A, de los cuales 67 ninos (52,3%) se
encontraron infectados con, al menos, una protozoosis intestinal. De
ellos 25 (19,6%) nifios se ubicaron en el grupo de edad de 0-4 anos, y 42
(32,8%) entre 5-10 anos.
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Tabla 1. Frecuencia de protozoarios intestinales en heces frescas formadas de
128 nifios del estado Carabobo.

Grupos etarios ( afios )
0-4 5-10 Total
Parasito f % f % f %
Blastocystis hominis 13 10,2 17 13,3 30 23,4
Giardia lamblia 4 3,1 14 10.9 18 141
Endolimax nana 7 55 7 55 14 10,9
Entamoeba coli - - 4 3,1 4 3,1
Cryptosporidium parvum* 1 0,8 - - 1 0,8
Total 25 19,6 42 32,8 67 52,3

* Heces tenidas aon Kinyoun sin concentradon.

Se detectd infeccién por Cryptosporidium en un niio menor de 4
anos (0,8%). Blastocystis hominis fue encontrado en 13 (10,2%) en el
grupo de 0-4 anos, y 17 (13,3%) entre 5-10 anos. Giardia lamblia estuvo
presente en 14,1%, Endolimax nana 10,9%, y Entamoeba coli 3,1% de los
nifos. La prevalencia de protozoarios intestinales en el grupo de 5-10
anos fue mayor. Las 132 muestras fecales (grupo B) preservadas para la
busqueda de Cryptosporidium mostraron una frecuencia de 9,1% (12
ninos), de las cuales fueron positivas 12,5% de las heces liquidas y 8%
de las formadas (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de Cryptosporidium en heces preservadas
de 132 nifios del estado Carabobo.

Consistencia n positivo
de las heces

f %
Liquida* 32 4 12,5
Formada** 100 8 8,0
Total 132 12 9,1

* Hecoes tenidas aon Kinyoun sin concentraddn
** Heass concentradcs y teniacs
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La Tabla 3 muestra la comparacion del diagnéstico microscédpico de
ooquistes de Cryptosporidium (concentracién y coloraciéon) con la
coprocaptura de antigenos en 90 muestras fecales. Se observé que de 12
positivas microscépicamente, 3 fueron confirmadas por coproantigenos y
de 78 muestras negativas microscopicamente 8 fueron positivas a la
coprocaptura. La coprocaptura en heces liquidas dio una especificidad de
93,3% y en heces formadas 89,3%; la sensibilidad fue 66,7% en heces
liquidas y 53,3% en heces formadas. La especificidad media fue de
90,7% y la sensibilidad de 57,1%.

Tabla 3. Comparacion diagnostica de ELISA (coproantigenos) con la
observacion microscopica de Cryptosporidium en 90 muestras de heces
segun la consistencia

ELISA Estudio microscoopico de las
heces (Kinyoun)
Liquida | Formada | Total
+ - + - + -
Pasitivo 2 2 1 6 3 8
Negativo 2 26 7 44 9 70
Totd 4 28 8 80 12 | 78
Espedfiddad 93,3 89.3 90,7
Sensibilidod 66,7 53.3 57.1
DISCUSION

Cryptosporidium es un parasito emergente responsable de diarrea
aguda, especialmente en comunidades de bajos recursos de paises no
desarrollados, donde los factores de riesgos se asocian a contaminacion
del medioambiente (agua y alimentos). En pacientes inmunosuprimidos la
infeccion cursa con clinica mas severa, dificil de tratar y mayor
morbilidad y mortalidad (1)

El coprodiagnéstico en heces frescas de nifnos menores a 10 afos
sin diarrea mostro una prevalencia de 52,3% de protozoarios intestinales
(Tabla 1). Blastocystis hominis fue el parasito méas prevalente (23,4%)
independientemente de la edad de los nifios, seguido por Giardia lamblia
con 14,1%, que fue mas frecuente en nifios mayores de 4 afos,
Endolimax nana con 10,9% y Cryptosporidium, en extendidos tefidos fue
observado en un nifo (0,8%).
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En las muestras preservadas formadas o liquidas, la prevalencia
en heces formadas fue 10 veces superior que en muestras frescas (0,8
vs 8%). Similares resultados fueron reportados en nifios (2). Las
diferencias en prevalencia en muestras frescas (grupo A) y preservadas
(grupo B) parece ser debido al proceso de concentracion previa a la
coloracion de Kinyoun, corroborando que la infeccion por
Cryptosporidium puede cursar con baja eliminacion de ooquistes, y
confirman las observaciones que sefalan la baja sensibilidad de los
métodos rutinarios de coprodiagnéstico en la deteccién de ooquistes
(13). Nuestros resultados muestran que alrededor de 8% de la muestra
pediatrica evaluada esta infectada con Cryptosporidium, sin presentar
diarrea.

En heces liquidas preservadas, la prevalencia de Cryptosporidium
fue de 12,5%, en cuyo caso las muestras no fueron sometidas a
concentracién previa a la coloracion. Los resultados permiten especular
que mas del 10% de los nifilos con diarrea puede corresponder a una
criptosporidiosis aguda. Estos casos que, evidentemente, no son
diagnosticados y tratados y, por lo que se desconoce la prevalencia real
e importancia meédica. Ademas, confirman las tendencias generales
reportadas en paises no desarrollados, y las cifras registradas (10%) en
dos estudios en el estado Zulia (4, 5), sugiriendo estrecha relacién entre
prevalencia y mecanismo de trasmision fecal/oral. Desde el punto de
vista inmunoldgico, la presencia de criptosporidiosis es inversamente
proporcional al recuento de células CD4+ (< 200/mL) (14) Seria
interesante conocer la condiciéon inmunolégica de los ninos infectados asi
como la importancia de las reinfecciones (suministro de agua potable,
convivencia con el ciclo zoonético de animales domésticos) o estado de
desnutricion (15).

Las dificultades y lo laborioso del diagnéstico coprolégico de
Cryptosporidium ha propiciado el desarrollo de estuches comerciales
basados en la captura de antigenos fecales. En el presente trabajo se
comparo la sensibilidad diagnostica de un kit comercial de coprocaptura
con los resultados coproscépicos de tincién. Las observaciones
demuestran una baja sensibilidad (57,1%) y especificidad de 90,7% del
kit. La mayor coincidencia de resultados observada en muestras fecales
liquidas, sugiere que la sensibilidad del kit est4d determinada por la
cantidad de paréasitos, ya que fue mayor la frecuencia de ooquistes en
heces liquidas que en formadas, confirmando las referencias previas (8).
Ademas, otros factores pueden afectar la calidad de los estuches de
diagnéstico importados, como la fecha de vencimiento, transporte desde
el pais de origen y mala conservacién hasta su entrega por el proveedor,
existiendo poca confianza en los procedimientos de captura de antigenos
en heces (10, 16). Ademas se desconoce como las diferencias
antigénicas de las cepas locales puedan producir resultados divergentes,
justificando a nivel regional, el desarrollo de programas sobre
inmunobiologia y produccién de antigenos que puedan ser empleados
para la obtencion de sueros inmunes utiles en el diagnéstico de
Cryptosporidium.
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Aunque nuestra muestra no es representativa de la poblacion, los
resultados sugieren que en el estado Carabobo la criptosporidosis es
endémica, especialmente en nifios de estratos sociales bajos expuestos
a factores de riesgo, que puede diagnosticarse mediante metodologias
sensibles y de bajo costo, faciles de adoptar por la mayoria de los
laboratorios clinicos, sin recurrir a procedimientos inmunoldgicos
importados, hasta tanto se disponga de reactivos nacionales para su
aplicacion en estudios seroepidemiolégicos integrales.
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