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l. RESUMEN

Entre los principales problemas de salud asociados a PVVS (Personas que viven con VIH/
SIDA) se encuentran la tuberculosis, las micosis y las parasitosis, estas ultimas causadas por

parasitos emergentes (1).

El objetivo principal de este estudio fue validar cuatro coloraciones utilizadas para la
deteccion de parasitos intestinales de las clases Coccidia y Microsporidia. Se utilizando como

estandar de oro para la deteccion de cocidos, la coloracion de Zielh Neelsen (ZN).

Durante un periodo de 6 meses se recolectaron cien muestras de heces de cien PVVS que
asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General Juan de Dios. Sesenta y
dos por ciento pertenecian al género masculino, 66 por ciento refirieron proceder de la ciudad capital
y las distintas zonas metropolitanas, 56 por ciento se dedicaban principalmente a la economia
informal, y 49 por ciento referian haber cursado al menos un afio de escuela primaria. La edad
minima registrada fue de 1 afio y la maxima de 66 afios. Ochenta y dos de los pacientes se

encontraban entre los 15 y 45 afios.

Las muestras conservadas en formalina sodica aceto-acética (SAF) fueron trasladadas al
Instituto de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP), donde fueron procesadas para su
evaluacidon microscopica. Fueron centrifugadas a 3000 RPM (revoluciones por minuto) durante 10
minutos, del sedimento se prepard cuatro frotes que se dejaron secar y posteriormente fueron tefiidos
con las coloraciones, Ziclh Neelsen, y Hematoxilina férrica modificada para coccidios, Blanco de
Calcofluor y Tincidon Tricromica modificada para microsporidios. Los andlisis estadisticos a un
nivel de riesgo de 0.05% se realizaron en Epi — info 6.04 b, a partir de los datos obtenidos de las
historias clinicas de los pacientes y de la boleta de datos y recoleccion de muestra la exactitud y la

precision se evaluaron a través de analisis kappa.



La sensibilidad de la coloracion Hematoxilina férrica modificada para la deteccion de
Cryptosporidium parvum comparada con la coloracion de Zielh Neelsen fue de 100% (IC oso, = 56.1-
100), la especificidad del 98% (IC 950, = 91.7-99.6), el valor predictivo positivo de 77% (IC gs50, =
40.2-96.1), y el valor predictivo negativo de 100% (IC o5, = 95-100) , la eficacia del test fue de

98% y el coeficiente de concordancia Kappa fue de 0.87. La prevalencia encontrada fue del 7%.

La sensibilidad de la coloracion Hematoxilina férrica modificada para la deteccion de
Cyclospora cayetanensis con respecto de la coloracion de Zielh Neelsen fue de 100% (IC 950, =31—
100), la especifidad del 98.96% (IC 950, = 93.6-99.9), el valor predictivo positivo de 75% (IC ¢s0, =
21.9-98.7) y el valor predictivo negativo de 100% (IC 450, = 95.2—-100), la eficacia del test fue de
99% y el coeficiente de concordancia Kappa fue de 0.86. La prevalencia encontrada en este caso fue
solamente del 3%. Los tres casos de C. cayetanensis asi como los siete de C. parvum fueron
reportados oportunamente a la Clinica familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan

de Dios. En cuanto a Isospora belli y a microsporidios la prevalencia encontrada fue de 0%.

Entre los factores asociados a riesgo se pudo observar que hervir el agua que se bebe es un
factor de proteccion [(IC g5, = 0.00-0.48), OR' = 0.05, valor p = 0.001], asi como beber refrescos
callejeros se considera un factor de riesgo a la infeccion [ (IC g50, = 1.01-51.62), OR = 6.44 valor p =

0.016].

Las pruebas para la deteccion de coccidios evaluadas en este estudio mostraron un grado de
concordancia Optimo, por lo que pueden ser utilizadas alternativamente para la deteccion de

coccidios intestinales.

Una de las recomendaciones mas importantes de este estudio es utilizar como prueba de
rutina la coloracion de Zielh — Neelsen en los laboratorios de microbiologia para la deteccion de

coccidios intestinales en PVVS.
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Il. INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), es una enfermedad viral transmitida
a través de relaciones sexuales, contacto con sangre o hemoderivados y /o via perinatal. Fue descrito
en 1981 como una enfermedad humana nueva, se caracteriza por adenopatia generalizada, falla de la
respuesta inmune, y consecuentemente frecuentes infecciones, diarrea cronica, y pérdida de peso (1).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimaba que a finales del afio 2000, las personas
infectadas con VIH/ SIDA alrededor del mundo serian cerca de 36.1 millones; esta cifra fue un 50%
superior a la proyectada por la OMS en 1991 (2). En Guatemala, de junio de 1984 al 30 de junio del
afio 2001, eran 4197 las personas notificadas con SIDA; es decir, que manifiestan la sintomatologia
clinica del sindrome, sin tomar en cuenta a aquellos con serologia positiva para VIH (2). Las
personas de los paises en vias de desarrollo infectadas con VIH/ SIDA, estin frecuentemente
expuestas a parasitos entéricos, oportunistas y no oportunistas, tales como Coccidios y
Microsporidios que causan diarreas cronicas en pacientes inmunocomprometidos especialmente en
aquellos con recuento de linfocitos menores de 200 células /mm? (3).

Uno de los mayores problemas para los pacientes viviendo con VIH/ SIDA que padecen
infecciones parasitarias es que los tratamientos ademdas de ser especificos para determinado
microorganismo a menudo fallan, causando infecciones cronicas que disminuyen la calidad de vida
de la persona infectada, por lo tanto es importante establecer la metodologia diagnostica mas
apropiada para implementarla de manera rutinaria en los laboratorios clinicos de referencia que
reciben muestras de personas viviendo con VIH/ SIDA. En la presente investigacion se compararon
métodos diagnosticos de parasitos intestinales emergentes y se establecido la prevalencia de los
mismos en personas que viven con VIH /SIDA que asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel

Garcia” del Hospital General San Juan de Dios durante un periodo de 6 meses.
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I11. ANTECEDENTES

A. Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

1. Consideraciones generales
El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH — 1 y VIH — 2 ); en adelante VIH es el agente
etiologico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En promedio 3 a 6 semanas después
de ser infectados con el VIH, entre 50 - 70% de los individuos, presentan historia de sindrome viral
agudo. Los signos de la infeccion aguda incluyen: candidosis bucofaringea, ulceraciones en el
esofago o canal anal, desordenes gastrointestinales o encefalitis aguda. Algunas de estas condiciones
pueden durar de 1 a 3 semanas, y luego desaparecer (4). Desde el inicio de la infeccion se
desarrollan una serie de eventos comenzando con la rapida diseminacion del virus a través del
cuerpo, infectando células blancas, particularmente en tejidos linfoides, pero también incluyendo
células tipo en el cerebro, intestino y otros 6rganos. Algunas células tales como fibroblastos, no
mueren y podrian servir como reservorios para la replicacion viral (1,5). El linfocito T- CD 4
coordina un nimero importante de funciones inmunologicas y la pérdida de esas funciones resultan
en deterioro progresivo de la respuesta inmune (1). La subsiguiente reaccion del sistema inmune del
hospedero en contra del virus lleva al desarrollo de anticuerpos neutralizantes y respuestas celulares
tipo CD g, que previenen el avance del virus, y colaboran con la reduccion de la infeccion. Este
periodo de relativa resistencia al VIH puede durar meses, o varios afios. Finalmente el deterioro del
sistema inmune lleva al aumento de la replicacion del VIH y consecuentemente a la aparicion de

variantes patogénicas (4,6).
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2. Etiologia

VIH esta clasificado como un virus de la familia de los retrovirus, la que incluye tres
subfamilias: oncovirus, espumavirus y lentivirus, en esta subfamilia se incluye al VIH (1, 4,6).

Al SIDA, se han relacionado tres virus: el VIH — 1 grupo M (main), VIH — 1 grupo (outlier)
y el VIH — 2, que ha sido relacionado con los lentivirus que infectan a los monos verdes del Africa,
monos rizados, mandriles y chimpancés (4,7).

El VIH — 1 fue el primero en ser reconocido y aislado en tres diferentes laboratorios durante
los afios 1983 y 1984, mientras que el VIH — 2 fue aislado en 1986 en Africa. Se cree que el grupo
M del VIH - 1 es el causante del 99% de los 12.9 millones de casos acumulados de SIDA hasta la
fecha, en contraste con el grupo O que ha causado menos del 0.1%, posiblemente porque el virus O

al igual que el VIH — 2, es menos transmisible (7).

3. Estructura del VIH

El VIH tiene una estructura de forma icosaédrica y al igual que otros retrovirus, el virion del
VIH posee una capside viral, la cual consiste de: a) una proteina principal de la capside de 24,000
daltons llamada p24  b) una proteina de la nucleocdpside p7 / p9, c) el genoma ARN ( acido
ribonucleico) diploide de cadena sencilla, d) las tres enzimas virales: una proteasa, una transcriptasa
inversa, que es capaz de transcribir su genoma ARN en una cadena doble de ADN (acido
desoxirribonucleico) y una integrasa. (7). La capside viral esta rodeada por una matriz interna de
proteina de 17,000 daltons, que se encuentra por debajo de la envoltura del virion llamada p17, La
matriz de proteinas esta involucrada en los estadios tempranos de la replicacion viral y juega parte en
la formacion y transporte de la pre-integracion del ADN dentro del nucleo de la célula hospedera

(6,7).
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La envoltura del virién consiste de una membrana de doble capa lipidica, derivada de la célula
huésped, y de una envoltura viral proteica compleja con forma tetramerica en la que cada unidad
consiste de dos proteinas de membrana unidas; las proteinas gp 120 (proteina externa o SU) y gp 41
(proteina transmembrana o TM). La proteina gp 41, es una proteina glicosilada de 41,000 daltons
que esta practicamente pegada a la gp 120. La proteina gp 120 que también es una proteina
glicosilada, pero con un peso de 120,000 daltons, contiene una secuencia de aminoacidos que
reconoce y fomenta la adhesion a la moléculas CDy4, que son proteinas de 55 kD que se encuentran
predominantemente en los linfocitos T ayudadores (linfocitos CD,). Asi mismo, algunos monocitos/
macrofagos y linfocitos B comparten secuencias parecidas con los linfocitos CD,4 en su superficie,
por lo que también se ven perjudicados al verse infectados por el virus el cudl interfiere en el

desarrollo y la funcion celular normal (7,8).

4. Manifestaciones clinicas e infecciones oportunistas

El SIDA se caracteriza por una profunda deplecion de linfocitos T ayudadores que
predispone al paciente a infecciones por protozoos, hongos, virus y bacterias oportunistas. Se ha
demostrado que el riesgo de desarrollar enfermedad, es particularmente alto en personas VIH
infectadas con un conteo de células CD4 menor de 200 células / mm® (1,4).

La diarrea es una de las condiciones mas comunes que complican la infeccion por el Virus
de Inmunodeficiencia Humana, y ocurre en al menos 50 - 60 % de los pacientes infectados, algunos
autores la refieren como enteropatia del SIDA, y se caracteriza por malabsorcion y atrofia de las
vellosidades (9). Se ha postulado como mecanismo potencial la disfuncion debida a invasion de los
nervios autéonomos del tracto gastrointestinal por el virus VIH (1,5). Ademas varios estudios
establecen que el virus por si mismo puede infectar las células enterocromafines, produciendo

cambios estructurales en los enterocitos que alteran la permeabilidad intestinal, contribuyendo asi a
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esta diarrea idiopatica (9,10). Se han reportado varios tipos de patdgenos entéricos, incluyendo
especies que anteriormente no se conocia que infectaran al humano, sin embargo la diarrea
inexplicable permanece como un problema clinico comun en esta poblacion de pacientes. Se han
postulado varias razones incluyendo efectos directos del VIH, disrregulacion inmune y patégenos no
identificados (10).

En pacientes con SIDA, la diarrea cronica puede ser causada por diversos organismos,
desde agentes bacterianos hasta protozoos (1). Entre las micobacterias que infiltran el intestino
delgado en el marco de una enfermedad sistémica, el complejo M. avium es la mas comun, también
puede presentarse M. tuberculosis, M. kansaii y M. malmoense, en este caso la micobacteria infiltra
el intestino delgado, rompe las vellosidades e interrumpe la funcién absortiva del intestino. Los
pacientes con VIH/SIDA son particularmente susceptibles a infecciones severas por parasitos
protozoos, coccidios y microsporidios. Coocidios de interés por su asociacion al VIH/SIDA son
Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis e Isospora belli (11).

Los microsporidios causan diarrea cronica y pérdida de peso en personas infectadas con
VIH/SIDA, sin embargo la microsporidiasis es cada vez menos frecuente en pacientes infectados con
VIH/SIDA debido al uso de la terapia antiretroviral (12,13).

Ademas de estos géneros los estudios reportan altas tasas de parasitos patogenos asociados al
VIH/SIDA especialmente en paises en vias de desarrollo. Tal es el caso de un estudio realizado en
Brazil en 1995 que reporta altas tasas de prevalencia Ascaris lumbricoides, Giardia lamblia y

Strongyloides stercoralis en heces de pacientes infectados con Virus de Inmunodeficiencia Humana

(10).
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5. Epidemiologia

Los reportes epidemiologicos de Cryptosporidium parvum y Cyclospora cayetanensis,
indican bajas prevalencias de los mismos ain en personas con algin tipo de inmunodeficiencia,
Bern et.al reporta en 1997-1998 una prevalencia de 2.1% para C. cayetanensis y 1.2% para C
.Jparvum, indicando ademas que C. cayetanensis tiene una mayor estacionalidad que C .parvum, y
esta mas fuertemente asociado con diarrea (14,15).

Pratdesaba et.al reportan distintas prevalencias para grupos a riesgo, en un estudio realizado
en 1999-2000, C. cayetanensis fue observada en 7 de 747 (1.5%) muestras, distribuida como sigue:
en 6 de 157 personas con VIH/SIDA, (3.8 %) y en 1 de 111 nifios desnutridos (0.9%) (16). Vela C.
Reporta en un estudio realizado en 1999-2000 prevalencia de 4.20% para C .parvum y 0.70% para
Isospora belli (17). Medina, M. reporta una prevalencia del 1% de microsporidios en pacientes con

SIDA, en su trabajo de tesis realizado durante 1999 en el Hospital Roosevelt de esta capital (13).

B. Parasitos intestinales

A continuacion se detallan los parasitos intestinales que se consideran emergentes, debido a
su asociacion al VIH / SIDA, todos cuentan con la caracteristica de infectar de manera activa a las
personas que poseen algun tipo de inmunodeficiencia; En los ultimos 20 afios se ha observado una

mayor incidencia de los mismos, la que coincide mas o menos con el tiempo de los primeros

reportes de casos de VIH /SIDA.

1. Cryptosporidium parvum
a. Agente causal
Los parasitos protozoos del género Cryptosporidium infectan una amplia variedad de

hospederos. Son transmitidos a humanos a través de beber agua contaminada, el contacto con



16

animales infectados y el contacto con personas infectadas (18). En 1885 J.J. Clarke, fue el primero
en observar especies de Cryptosporidium, describiéndolas como “multitud de esporas viviendo bajo
el epitelio gastrico del raton”. Estos organismos eran probablemente merozoitos de C. muris,
especie descrita doce afios después por el parasitologo E.E. Tyzer. En 1912, Tyzzer describié mucho
de la morfologia y ciclo de vida de una segunda especie, C. parvum en ratones de laboratorio,
subsecuentemente fue encontrado en pollos, ratas, perros, gatos y humanos. (19,20).
Taxondémicamente se clasifica de la siguiente manera: Reino Protista, Subreino protozoa, Phylum
Apicomplexa, Clase Sporozoa, Subclase Coccidia, Orden Eucoccidia, Suborden Eimeriina, Familia
Cryptosporidiida, Género Cryptosporidium (17,20). Cryptosporidium parvum es un pequefio
protozoo que invade y se replica dentro de las microvellosidades de las células epiteliales digestivas
y 6rganos respiratorios de vertebrados, el ooquiste posee forma redonda o ligeramente ovalada, mide
de 4 a 6 micras de diametro, contiene 4 esporozoitos, estos infectan las células epiteliales del
intestino para transformarse en trofozoitos, es importante mencionar que todos los estadios del
parasito se encuentran en la superficie de varias membranas epiteliales, nunca a dentro del
citoplasma.(20,21).

El ciclo de vida completo de Cryptosporidium ocurre en un solo hospedero. La infeccion en
humanos se inicia con la ingestion de ooquistes, seguida de la exquistacion o liberacién de cuatro
esporozoitos en el lumen del tracto gastrointestinal. Los esporozoitos, se pegan en las células
epiteliales, luego se desarrollan a esquizontes en la superficie luminal del epitelio. Después de la
implantacion, el esporozoito evoluciona a trofozoito y seguidamente a esquizonte o meronte tipo [
que contiene ocho distintos merozoitos. Estos merozoitos son liberados y pueden reiniciar la
esquizogonia o entrar en la fase sexual del ciclo donde el meronte tipo II evoluciona a gametocito. La
fertilizacion de los microgametocitos y macrogametocitos da como resultado la formacion del

ooquiste, el cual es excretado al medio ambiente por medio de las heces (Anexo 1) (21,22).
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Se conocen dos tipos de ooquistes: uno de pared gruesa que constituye cerca del 80% de la poblacion
de ooquistes, no sufre cambios durante el paso por el intestino, se secreta en las heces y puede infectar
hospederos susceptibles por via oral. El otro tipo de ooquiste tiene la pared delgada, puede
exquistarse de manera enddgena, liberar esporozoitos y dar origen a un ciclo endégeno (22).
Cryptosporidium, es un parasito de localizacion intracelular, extracitoplasmatica, cada estadio
intracelular se ubica dentro de una vacuola parasitofora dentro de la region de las microvellosidades
de la célula del hospedero, los ooquistes se mantienen en esporogonia mientras permanecen en la
célula hospedera y se hacen inmediatamente infectivos cuando pasan a las heces (20-22).

b. Distribucion Geografica

Desde el primer caso reportado de criptosporidiosis humana en 1976, Cryptosporidium ha
sido encontrado a escala mundial, se han reportado epidemias de criptosporidiosis en muchos paises,
la mas notoria ocurrié en 1993 en Milwaukee (Wisconsin), relacionada a una fuente de agua,
afectando a mas de 400,000 personas (20, 23).

Mas de 40 mamiferos sirven como reservorios para Cryptosporidium, por lo que para
personas que viven y trabajan en medio ambiente en el cual estdn expuestos a contaminacion fecal la
transmision es potencialmente zoonoética, aunque ésta, también puede ocurrir de persona a persona
via feco-oral. Los ooquistes de Cryptosporidium son altamente infecciosos cuando son liberados en
las heces aun en pequefia cantidad, por lo que el potencial de transmision entre hombres que tienen
sexo con hombres (HSH) y que practican sexo oro-anal es alto. Cryptosporidium posee variacion

estacional, se ha encontrado con mayor frecuencia durante el inicio de la época lluviosa (24,25).

c. Caracteristicas Clinicas
La infeccion por Cryptosporidium parvum tiene un amplio rango de manifestaciones que

van desde infeccion asintomatica a infeccion severa y enfermedad de por vida. La diarrea acuosa es



18

el signo mas frecuente, y puede estar acompaiiada por deshidratacion, pérdida de peso, dolor
abdominal, fiebre, nausea y vomitos. En personas inmunocompetentes, los sintomas son usualmente
de corta duracion (1 a 2 semanas); estos pueden volverse cronicos y mas severos en pacientes
inmunocomprometidos, especialmente aquellos con recuentos de células CD4 menores a 200 células
/mm’. El intestino delgado es el sitio mas comunmente afectado por las infecciones sintomaticas de
Cryptosporidium, aunque se ha encontrado en otros o6rganos incluyendo los del tracto digestivo,
pulmones y posiblemente el tejido conjuntivo (25-27).

Ademas de la diarrea, la criptosporidiosis puede presentar otros tipos de manifestaciones
clinicas dependiendo del grado de inmunocompromiso. Se pueden hallar infecciones por C. parvum
en el tracto respiratorio y presentarse como neumonias, se puede encontrar en las vias pancreaticas y
en vias biliares, con desenlaces que varian desde colecistitis aguda hasta colangitis esclerosante.
Como conclusion a su estudio Valkil et.al plantean que toda persona infectada con Cryptosporidium
parvum que ademas presente valores de CD; menores de 50 células/mm’® estan en riesgo de

desarrollar algin problema biliar por esta causa (28).

d. Diagnostico

Antes de 1980, el diagnostico de criptosporidiosis requeria la identificacion de
Cryptosporidium parvum en la region de las microvellosidades de la mucosa del intestino con
material obtenido por biopsia, con el desarrollo de técnicas alternativas para el analisis de muestras
de heces, este procedimiento invasivo no es necesario (29,30).

Actualmente el diagnostico de la infeccion se puede realizar por métodos de microscopia,
ensayos enzimaticos inmunologicos, y por métodos moleculares (28-30). El método de referencia
usado en los laboratorios clinicos es la tincion con Ziehl-Neelsen modificado en la que los ooquistes

aparecen como estructuras esféricas, acido resistentes de 4 a 6 micras de diametro, este método se



19

puede aplicar con o sin concentracion de las heces, la técnica de concentracion mas utilizada es la
flotacion en sucrosa de Sheather. En los laboratoris dedicados a la investigacion, la microscopia de
inmunofluorescencia es el método de eleccion, debido a su gran sensibilidad y especificidad
seguido muy de cerca por los inmunoensayos enzimaticos, actualmente no se dispone
comercialmente de ensayos serologicos para la deteccion de anticuerpos especificos contra
Cryptosporidium, sin embargo los examenes de inmunoblots para deteccion de los antigenos 17 y
27 kdaltons del esporozoito asociados a infeccion reciente pueden ser usados para investigaciones
epidemiologicas. Los métodos moleculares son principalmente una herramienta de investigacion

(29,31).

e. Tratamiento

No existe tratamiento especifico para la criptosporidiosis. En las personas con VIH/SIDA se
considera a la paromomicina el tratamiento de eleccion aunque aparezcan recidivas (32,33). La
respuesta de la criptosporidiosis de las vias biliares no alcanza ni a la mitad de los pacientes tratados
(33). Como terapia adyuvante se puede utilizar loperamida o los opiaceos. En todos los casos es
necesario realizar rehidratacion por via oral o parenteral. Otro farmaco utilizado ha sido la
espiramicina cuya eficacia se sugirido en personas inmunocompetentes pero que en las personas con
VIH/SIDA es de valor limitado. Las inmunoglobulinas derivadas del calostro bovino se han
administrado en forma de polvo, consiguiendo una mejoria significativa en el nimero de

deposiciones y su volumen, pero continua sin ser establecida la dosis 0ptima del tratamiento (33,34).
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2. Cyclospora cayetanensis
a. Agente causal

Cyclospora es un protozoo intestinal causante de diarrea, fue observado por primera vez por
Eimer en 1870 en el intestino de un topo (30). Inicialmente se pens6 que se trataba de un
microorganismo propio unicamente de animales, pero en 1979 Ashford, lo reportd por primera vez
como un coccidio desconocido en algunas muestras de heces recogidas de tres habitantes de Papua,
Nueva Guinea (35,36). Desde 1979 hasta 1993 este parasito fue conocido como “Cyanobacterium
like bodies” cuerpos parecidos a cianobacterias, por considerarlos algun tipo de alga verde azul, y
también como Cryptosporidium grande, sin embargo, gracias a las investigaciones realizadas por
Ortega et .al., en la Universidad Peruana Cayetano Heredia de1988 al991, se establecio un nuevo
género dentro de los coccidios. El nombre otorgado por el equipo de investigadores al nuevo género
fue Cyclospora cayetanensis, en honor al lugar donde se realizaron las investigaciones (38,39). Esta
ubicado taxondmicamente en: Reino Protista, Subreino protozoa, Phylum Apicomplexa, Clase
Sporozoa, Subclase Coccidia, Orden Eucoccidia, Suborden Eimeriina, Familia Eimeriidae, Género
Cyclospora (37,38). Cyclospora cayetanensis se observa como un ooquiste de forma esférica u
ovoide de 8 a 10 micras de diametro, no refractil, con pared lisa (37). Para su reconocimiento a la
microscopia de luz, se tifie con métodos tintoreales de alcohol acido resistencia, adicionalmente, los
ooquistes pueden observarse con un microscopio de epifluorescencia con filtro de 450nm. Los
ooquistes autoflorecen de color azul verdoso (37).

El ciclo de vida completo de Cyclospora cayetanensis, atin permanece en estudio. Ortega et
al. demostrd que en las heces de la persona infectada se encuentra el estado inmaduro del organismo,
requiriendo de 5 a 7 dias para la maduracion de los ooquistes con la consecuente formacion de 2
esporozoitos cada uno (40). Se conoce poco acerca del periodo de incubacion, sin embargo se ha
reportado que los pacientes desarrollan la infeccion entre 2 y 11 dias después de que se sospecha que

se ha infectado (41,42). Se desconoce si el humano es el tinico hospedero definitivo para
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Cyclospora cayetanensis y si existe la posibilidad de que un hospedero intermediario participe en el

ciclo de vida (Anexo 2) (20).

b. Distribucion Geografica

La infeccion por Cyclospora cayetanensis se ha reportado en personas que viven o que han
visitado Asia, Papua nueva Guinea, Indonesia, Pakistan, Nepal, Medio Oriente, Norte y Sur de
Africa, Reino Unido, Islas del Caribe, Estados Unidos de América, Centro y Sur América (18,20).

El primer reporte de infeccion humana en Guatemala, fue hecho por Velasquez. T. en 1994
(37). Desde entonces, el organismo se ha reportado entre personas con VIH/SIDA y en algunos
casos en pacientes externos en los hospitales departamentales (35,36). Antes de 1995 fue reportado
principalmente como causa de gastroenteritis entre nifios que viven en condiciones sanitarias pobres,
y en adultos de paises industrializados que viven o viajan en paises en vias de desarrollo (29).
Cyclospora cayetanensis esta relacionada, a fuentes de agua contaminada, y contaminacion fecal-
oral (34).
c. Caracteristicas Clinicas

En personas con VIH/SIDA la infeccion con Cyclospora cayetanensis, se asocia con una
enfermedad diarreica cronica y posiblemente fatal (20,22). Las manifestaciones en general incluyen
malestar y baja fiebre, seguido por diarrea acuosa explosiva, dolor abdominal severo, nausea, fatiga y
pérdida de peso. La remision de la diarrea ocurre después de 3-4, dias pero es seguida por un ciclo de
recaidas y remisiones que puede durar mas de 4 semanas. Durante los periodos de remision los
pacientes pueden padecer de malestar y anorexia, algunas veces acompafiadas de tenesmo. La
enfermedad puede tener una duracion media de 7 semanas. En estudios realizados en poblaciones
grandes de pacientes con SIDA se ha reportado una duracion media de la enfermedad de 43+/- 24 dias

(14, 18, 22).
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d. Diagnoéstico de Laboratorio

El diagnostico de laboratorio se basa en la visualizacion del organismo en la muestra de heces.
El parasito es observado en preparaciones en fresco, usando microscopia de contraste de fases o de
campo claro. Su presencia puede ser confirmada mediante luz ultravioleta o mediante un frote delgado
de heces tefiido con Ziehl-Neelsen modificado (35). En preparaciones en fresco, aparece como
ooquistes hialinos, no refractiles de 8 a 10 micras de diametro, con una pared externa bien definida,
contienen una morula verdosa de 6 a 7 pm de diametro compuesto de 6 a 9 glébulos de material claro
semejante a lipido por su refractilidad (34,36). La esporulacion de los ooquistes puede ser inducida
por medio de incubacion en dicromato de potasio acuoso al 2.5% (14). Otros métodos diagndsticos de
utilidad y que poseen una sensibilidad y especificidad mayor que las tinciones son los métodos de
fluorescencia, los que permiten observar el ooquiste autofluorescen de color verde o azul en
epifluorescencia azul sin que sus estructuras internas reaccionen (37-39). Actualmente se utilizan los

métodos de diagnostico molecular pero principalmente como una herramienta de investigacion (40,41).

e. Tratamiento

El tratamiento de eleccion es trimetoprim - sulfametoxasol, que consigue la curacion clinica
en un plazo inferior a tres dias en el 100% de los casos, pero no la parasitologica: después de 3 dias
de tratamiento aparece el parasito en el 71% de las muestras y después de siete dias en el 6%; si se
repite el esquema de tratamiento, a los siete dias no parecen existir recaidas (36). La profilaxis
secundaria con trimetoprim-sulfametoxasol tres veces por semana ha demostrado ser eficaz, en
estudios no controlados, para prevenir recidivas en tratamientos de corta duracion. En todos los

casos es necesaria la terapia de rehidratacion oral (32).
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3 .Isospora belli
a. Agente Causal

Fue descrito por primera vez en 1860 por Virchow, pero fue denominado Isospora belli
hasta 1923 (34,36). Afecta a adultos y nifios de forma transitoria, pero puede llegar a hacerse
cronico en pacientes inmunocomprometidos, en los que la diarrea es grave. También ha sido
implicado como agente etiologico de la diarrea del viajero. Es la unica especie de Isospora que
parasita al hombre, ya que la especie inicialmente descrita como Isospora hominis es actualmente
una especie de Sarcocystis (18,19). El hombre es el tinico hospedero conocido de I. belli, aunque se
desconoce si algunos animales podrian actuar como hospederos paraténicos, lo que explicaria su
transmision por un mecanismo distinto a la contaminacion fecal del agua o alimentos en areas con
adecuadas condiciones sanitarias. Los ooquistes son muy resistentes a las condiciones
medioambientales, pudiendo permanecer viables durante meses en ambientes frescos y hiimedos.
También se ha descrito la transmisién sexual como consecuencia de practicas de sexo oro-anal
(37,39). Isospora belli es un protozoo, coccidio taxondémicamente clasificado en la siguiente forma:
Reino Protista, Subreino protozoa, Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoa, Subclase Coccidia,
Orden Eucoccidia, Suborden Eimeriina, Familia Eimeriidae, Género Isospora (19,20). Los
ooquistes de Isospora belli tienen forma ovalada con un tamafio de 20 a 30um por 10 a 19um. En
su interior contiene dos esporoquistes que a su vez contienen 4 esporozoitos cada uno, todo esto
rodeado de una membrana de doble contorno (20-22). La infeccion se adquiere por la ingestion del
ooquiste esporulado a partir de agua y alimentos contaminados. El ciclo evolutivo puede durar de
21 a 120 dias y se ha descrito como monoxeno, el ooquiste se exquista liberando esporozoitos en el
intestino delgado que penetran a través de las células epiteliales de la mucosa intestinal del duodeno
distal y de los enterocitos del yeyuno proximal donde se desarrollan en trofozoitos. Estas formas
entran en la fase de esquizogonia, un estado asexual en el que desarrollan a esquizonte maduro

conteniendo multiples merozoitos. Estos merozoitos son liberados y pueden infectar otras células
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epiteliales. Algunos merozoitos dan origen a microgamontes que maduran a macrogametos. La
fertilizacion del macrogameto por el microgameto produce un ooquiste inmaduro, de esta forma se

completa el ciclo de vida (Anexo 3) (18,19).

b. Distribucion Geogréfica

Las infecciones por Isospora belli, aunque de distribucion cosmopolita, son mas frecuentes
en regiones tropicales y subtropicales, especialmente en Haiti, México, Brasil, El Salvador, Africa
tropical y sureste asidtico y se han asociado con brotes diarreicos en instituciones cerradas,
inmigrantes y personas infectadas con VIH/SIDA. La incidencia de infeccion por Isospora belli

varia de un 0.2 a 0.3% en pacientes con SIDA en Estados Unidos, a un 8 a 20% en Africa (38,39).

c. Caracteristicas Clinicas

La sintomatologia de la infeccion por Isospora belli aparece aproximadamente una semana
después de la ingestion de los ooquistes. Se caracteriza por diarrea, dolor abdominal, febricula,
pérdida de peso y deshidratacion, pudiéndose observar eosinofilia en algunos pacientes. En
pacientes inmunocompetentes el sintoma principal es una diarrea intensa con 6 a 8 deposiciones
acuosas diarias acompafiadas de mala absorcion. La enfermedad es autolimitada en un periodo de 2 a
3 semanas, aunque la eliminacion de ooquistes puede persistir durante 2 a 3 semanas mas. Se han
descrito formas crénicas con eliminacion de ooquistes durante meses, siendo comunes las
recurrencias.  La enfermedad es mas grave en nifios y adolescentes. Los pacientes
inmunodeprimidos, especialmente pacientes con VIH/SIDA, presentan sintomas graves que pueden
persistir durante meses o indefinidamente y producir deshidratacion, requiriendo hospitalizacion. Se
han descrito presentaciones atipicas de la infeccion, como colecistitis o artritis reactiva. En pacientes

con SIDA se han documentado infecciones extraintestinales (23,33).
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d. Diagnéstico de laboratorio

El examen directo de las heces frescas o concentradas es el método de deteccion de la
infeccion por lLbelli, ya que los ooquistes son visibles al microscopio Optico sin tefiir. Es frecuente
la aparicion de cristales de Charcot-Leyden (37,38). En las heces recién emitidas los ooquistes son
ovalados, de 20 a 30 micras por 10 a 19 micras y generalmente contienen uno o dos esporontes
inmaduros. El ooquiste maduro, que a su vez incluye dos esporoquistes con cuatro esporozoitos
cada uno, aunque se desarrolla en el medio externo, puede ocasionalmente observarse en las heces,
siendo la forma infecciosa para el hombre. También puede ser visualizada por epifluorescencia en
muestras frescas (39, 22).

Los métodos de concentracion son mas sensibles qué los examenes directos sobre heces
frescas, siendo el método de flotacion de Sheater un método excelente para la deteccion de l.belli.
Los métodos de tincion sobre frotis de muestras concentradas pueden ayudar a la deteccion de los
ooquistes de I. belli. La tincion de acido resistencia modificada (Ziehl-Neelsen modificado) tifie los
ooquistes de rosa y los esporontes o esporoblastos de rojo. Los ooquistes se tifien mediante el
método de la auramina-rodamina, apareciendo fluorescentes. Con la tincion de Giemsa los ooquistes
y esporoblastos se tifien de azul mientras que la tincion tricromica es de poca utilidad para identificar
I.belli (37,38).

Los aspirados duodenales y las muestras de biopsia de intestino delgado pueden utilizarse
cuando existe sospecha de infeccion por l.belli y los examenes de las heces son negativos. Los
ooquistes de I. belli se observan en los aspirados duodenales, mientras que en las muestras de biopsia
pueden identificarse distintas fases de desarrollo del parasito mediante tinciones histologicas, o bien

observarse lesiones caracteristicas (39).
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e.Tratamiento

Se han usado muchos agentes para tratar las infecciones por |. belli . Las combinaciones de
inhibidores de la dihidrofolato reductasa timidilato sintetasa, como el trimetoprim (TMP) o la
pirimetina, con sulfonamidas como el sulfametoxasol (SMT) sulfadiazina son de probada eficacia,
siendo el cotrimoxazol ( TMP SMX) el tratamiento de eleccion (34,35). En un estudio de pacientes
con VIH/SIDA tratados con TMP SMX cuatro veces al dia durante 10 dias, la diarrea y el dolor
abdominal desaparecia al cabo de uno a seis dias después del tratamiento y todas las muestras de
heces examinadas al final del mismo fueron negativas. Se ha sugerido que los pacientes con

VIH/SIDA que viajen a zonas endémicas reciban quimioprofilaxis con TMP SMX (35,37).

4, Microsporidiosis
a. Agentes Causales

Se consideran como patdgenos del hombre 6 géneros de microsporidios Enterocytozoon,
Encephalitozoon, Pleistophora, Nosema ,Vittaforma, y Trachiplestophora (42,43). Estos parasitos
son muy pequefios, del tamafio de las bacterias cocoides, miden alrededor de 1 micréometro,
contienen 1 6 2 nucleos y un filamento polar, también denominado tibulo polar, el cudl se
encuentra en espiral en el interior de la célula, no se les conocen ni mitocondrias, ni ribosomas. Los
tabulos polares permiten la penetracion del esporoplasma (nucleo y citoplasma) en el interior de la
célula a parasitar (43,44). Enterocytozoon bieneusi, mide de 2 a 4 micras, se identifica dentro de
los enterocitos de la pared del intestino del hombre, al nivel de la region supranuclear del
citoplasma, penetra al citoplasma del enterocito a través de los tubulos polares. Ya en el interior de
la célula, los parasitos se multiplican por merogonia (division binaria) y por esporogonia
(produccion de esporas) (43). Se asocia en forma muy importante a pacientes con VIH/SIDA, en

los que provoca diarrea cronica, en todo el mundo. La infeccion se adquiere por la ingestion de
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esporas por contaminacion fecal o urinaria, con los productos bioldgicos de un ser humano

infectado pero también es posible que la fuente de infeccion sea a partir de animales

infectados (41 ). Encephalitozoon cuniculi y E. hellem, este es uno de los microsporidios con
mayor capacidad de diseminacion tisular sistémica, se diagnostican casos en el hombre a nivel
peritoneal, rifién, pulmon, higado, ojo y sistema nervioso central, de hecho esta ultima localizacion
es la mas frecuente (43). Encephalitozoon intestinalis, se localiza en intestino, vias biliares,
respiratorias, urinarias y ojo (45). Nosema connori o corneum, se localiza en intestino, vias biliares,
vias respiratorias, urinarias, ojo y ademas en el aparato cardiovascular (43). Una vez que el parasito
llega al intestino delgado, invade los enterocitos, y en una misma cé€lula se divide utilizando 3
mecanismos distintos: fisién binaria o merogonia, multiplicacion multiple o esquizogonia, y por
produccion de esporas o esporogonia, todo esto sucede dentro de una vacuola parasitofora, la cual
finalmente se rompe y deja libres a las esporas, las que pasan a través de los tubulos o filamentos
polares a una nueva célula. La excrecion de las formas parasitarias se realiza en las heces, pero

también pueden salir del huésped parasitado en la orina (Anexo 4) (43,44).

b. Distribucion geografica

En la literatura los reportes de prevalencia generalmente se refieren a grupos de poblacion
muy especificos tales como personas de viven con VIH/SIDA o nifios desnutridos (43-46). En 1985
se reportd el primer caso de E. bieneusi como patdégeno oportunista asociado al SIDA (45). Los
casos iniciales de microsporidiosis se relacionan a pacientes de Estados Unidos de América y el
oeste de Europa, los ultimos casos han sido documentados en Africa y Australia, mas recientemente
se han documentado casos en Espafa, Italia, Brasil, Chile, Mali, Nueva Zelanda y Tailandia ( 43).

En Guatemala se realizd un estudio entre los afios 1999 y 2000 sobre la prevalencia de
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microsporidios en pacientes con SIDA que acuden a la Clinica de infectologia del Hospital

Roosevelt, encontrandose una prevalencia del 1% de estos microorganismos (13,42).

c. Caracteristicas clinicas

La enfermedad en pacientes con microsporidiosis varia considerablemente. El sindrome
clinico asociado con infeccion por E. intestinales y E. bieneusi son similares y tipicos de mala
absorcion un pequeflo porcentaje de pacientes no presenta diarrea, pero si evidencias de mala
absorcion. Los pacientes tipicamente tienen de 3 a 10 deposiciones diarreicas diarias no asociadas a
fiebre. El volumen de cada deposicion puede variar ampliamente y la diarrea se ha descrito como
acuosa (44,45). Los episodios de diarrea ocurren a intervalos regulares durante el dia a menudo
acompanados de flatulencia excesiva, puede haber alteracion en el olor de las heces y el flato, el cual
es putrido (46). Los pacientes con enfermedad ligera describen una intolerancia especifica a la
lactosa y las grasas, mientras aquellos con sintomas mas severos se ven afectados por casi todos los
alimentos que consumen. En los casos severos hay deshidratacion y anormalidades electroliticas,
particularmente hipocalemia, hipomagnesemia y concentraciones disminuidas de bicarbonato serico
(43,45). Algunos pacientes voluntariamente comen menos para evitar los sintomas, mientras en
otros no se ve afectado el apetito. Problemas asociados incluyen resequedad de boca, hipoclorhidria,
disminuciéon de la secrecion pancredtica y prolongacion del transito intestinal y pérdida de peso

(43,44).

d. Diagnostico de laboratorio

El crométropo 2R, y la tincion tricromica modificada se han utilizado para detectar esporas
en heces. Ocasionalmente las levaduras o las bacterias toman la tincién del crométropo pero
difieren de E. bieneusi en forma y tamafio (41,44). La ventaja de usar esta tincion es que se pueden

usar muestras de heces sin preparacion especial o fijacion en formalina. Un método alternativo
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usando el fluorocromo calcofluor, es efectivo. Se ha encontrado que la tincion tricromica y el
calcoflior son equivalentes en el numero de detecciones exitosas de microsporidios (43). Algunos
laboratorios han obtenido resultados exitosos identificando microsporidios en heces y otras
muestras clinicas, con una variedad de técnicas tales como la hibridacion in situ o la reaccioén en

cadena de la polimerasa PCR (42-45)

e. Tratamiento

Dos agentes fumagillina y albendazol han demostrado tener actividad contra microsporidios
tanto in vivo como in vitro (45,47,49). A pesar de los reportes iniciales favorables del tratamiento
con metronidazoles para la infeccion intestinal por E. bieneusi, esta droga no ha sido efectiva en
estudios posteriores y no muestra actividad in vitro contra E. cuniculi (46). Otros agentes usados
sin éxito en el tratamiento de microsporidiosis intestinal son azitromicina, paromonicina y

quinacrina (43,48, 49).
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IV. JUSTIFICACION

La diarrea es un problema clinico particularmente comiin en pacientes que viven con

VIH/SIDA. La etiologia de estas diarreas puede ser bacteriana, viral o parasitaria.

Algunos estudios alrededor del mundo asocian la presencia de parasitos coccidios como
causantes de diarrea crénica en pacientes inmunocomprometidos. Coccidios de interés por su
asociacion al VIH/SIDA son Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis e Isospora belli.
La forma infectiva de estos es el ooquiste, el cual suele ser expulsado en las heces de animales y
humanos que se encuentran infectados. Ademas de los coccidios, se han asociado al VIH/SIDA los

microsporidios cuya forma infectiva es la espora.

Los pacientes viviendo con VIH/ SIDA que padecen infecciones parasitarias necesitan de
tratamientos diferentes que a menudo fallan, por lo que el microorganismo es dificil de erradicar
causando sindromes diarreicos crénicos, por lo tanto, el diagndstico apropiado es de suma

importancia.

Por lo anteriormente expuesto, fue importante establecer la metodologia diagndstica mas
adecuada para implementarla de manera rutinaria en los laboratorios clinicos de referencia que

reciben muestras de personas viviendo con VIH/ SIDA.
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V. OBJETIVOS

Comparar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la hematoxilina férrica
modificada con respecto a la tincion de Zielh-Neelsen para el diagnodstico de coccidios

intestinales.

Comparar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la tincion Tricromica
modificada, con respecto a la Tincion Blanco de Calcoflior para el diagnostico de

Microsporidios.

Determinar la prevalencia de parasitos intestinales emergentes en personas viviendo con
VIH/SIDA, que asisten a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San

Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.

Determinar factores asociados con la presencia de parasitos intestinales emergentes en
personas viviendo con VIH/SIDA, que asisten a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”

del Hospital General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.
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VI. HIPOTESIS

La sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la coloracion Ziehl-Neelsen usada
como método de referencia para el diagndstico de coccidios intestinales, son similares, a la

observada cuando se utiliza la hematoxilina férrica modificada.

La sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la coloracion tricrémica modificada
son similares a la observada cuando se utiliza la coloracion blanco de calcofluor para el

diagnostico de microsporidios.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo:
El universo de trabajo lo constituyeron todas las muestras de heces de personas que viven con VIH /
SIDA, que consultaron por primera vez la clinica familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital

General San Juan de Dios.

B. Muestra:
Muestras de heces de 100 personas que viven con VIH / SIDA que consultaron a la clinica familiar
“Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios, por primera consulta durante los

meses de octubre de 2002 a febrero de 2003.

C. Recursos Humanos:
Tesista: Br. Karla Odett Escobar Castro
Asesores: MSc. Blanca Samayoa Herrera

MSc. Rafael Pratdesaba Zea

D. Recursos institucionales
Hospital General San Juan de Dios
Clinica Familiar Luis Angel Garcia

Instituto de Nutricion de Centro América y Panama



E. Recursos Materiales

Equipo:

Centrifuga

Hielera

Microscopio de luz
Microscopio de fluorescencia
Balanza analitica
Micropipeta automatica
Tubos de centrifuga

Viales de 10 ml

Laminas portaobjetos

Laminas cubreobjetos

Reactivos:

Cloruro de sodio

Agua desmineralizada
SAF

Hematoxilina

Etanol

Sulfato ferroso amonico

Sulfato férrico amonico

34



35

e Acido clorhidrico
e Lugol

e Acido Picrico

e Fucsina basica

e Fenol

e Aceite de inmersion

F. Metodologia

El proceso de muestreo se llevod a cabo del mes de septiembre 2002 al mes de febrero 2003. Las
muestras fueron colectadas en recipientes especiales en el Laboratorio Clinico del Hospital General
San Juan de Dios, de lunes a viernes de 8.00 AM a 9:00 AM. Posteriormente fueron transportadas al
Instituto de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP), donde fueron procesadas y evaluadas
microscopicamente.

Se elaboré una boleta de solicitud de muestra y coleccion de datos, que incluy6 una serie de
preguntas relacionadas con datos personales de los pacientes, asi como habitos y costumbres de
relevancia para el estudio, y una boleta de datos epidemioldgicos que fue llenada por la tesista
consultando las historias clinicas de los pacientes en la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” por lo
que no se solicito el consentimiento escrito a cada paciente (Anexos 5y 6).

Las muestras procesadas se evaluaron microscopicamente por 4 coloraciones Zielh—Neelsen
modificado, para identificar C. cayetanensis, C. parvum . Calcofluor y Tricromico modificado para
microsporidios, Hematoxilina férrica modificada para Entamoeba hystolytica, Giardia lamblia,
Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium parvum,  ademas se evalué frotes en fresco con
solucion salina al 0.85% y con Lugol, para determinar la presencia de otros parasitos intestinales de

importancia clinica.
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Los resultados de la evaluacion microscopica de las muestras fueron reportados oportunamente al
personal médico de la Clinica Familiar, en apoyo al diagndstico clinico de los pacientes durante el

estudio.

G. Disefio de estudio:

Este es un estudio de prevalencia, descriptivo, no probabilistico, transversal. Todos los datos
obtenidos de la boleta de coleccion de datos y de la historia clinica asi como de la evaluacion
microscopica fueron debidamente tabulados e ingresados en el programa Epi-info version 6.04 b
donde posteriormente fueron analizados.

El analisis de datos se hizo con la informacion tabulada de las boletas de datos e historia clinica con
el fin de evaluar factores asociados en la poblacion en estudio y los resultados obtenidos con las
tinciones realizadas para determinar prevalencia.

La prevalencia se determino dividiendo el nimero de muestras positivas de cada parasito, sobre el
numero total de muestras evaluadas y multiplicando este por 100.

Se llevd a cabo un analisis univariado a través del uso de frecuencias seguido de un analisis
bivariado por la prueba de chi-cuadrado.

Se determiné ademas la Sensibilidad y Especifidad de cada coloracion asi como el Valor predictivo

positivo y el Valor predictivo negativo, eficacia y coeficiente de concordancia.
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H. Procedimiento experimental:

Cada muestra se proceso de la siguiente manera:

1. Observacion en fresco:

e Se colocd una porcion de heces aprox. 1 gr. En tubo de fondo coénico

e Seagreg6 5 mL. de solucion salina al 0.85%

e Se mezcld con varilla de vidrio y se tapo con papel parafilm

e Se centrifugd durante 5 minutos

e Se decant6 el sobrenadante

e Se colocod en una lamina portaobjetos una porcion del sedimento, se mezclo con solucion
salina y se cubrio con cubreobjetos, luego se colocd otra porcion igual de sedimento y se
mezcld con solucion de lugol, se y cubrio con cubreobjetos.

e Se observo al microscopio en busca de trofozoitos méviles de protozoos, larvas y huevos de

helmintos, asi como quistes y ooquistes de protozoos.

2. Coloraciones:

a. Zielh Neelsen Modificado

e Se hizo un frote delgado de heces del sedimento y se fijo al calor

e Se coloco en una gradilla para colorear, y cubrirlo con carbolfucsina

e Se flameo hasta que el colorante despidié vapores blancos o durante 5 minutos. No se dejo
que hierviera

e Se lavo en agua corriente

e Se decolord con alcohol acido 2 minutos
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Se lavo con agua corriente
Se cubrioé con azul de metileno durante 1 minuto
Se lavo con agua y se dejo secar al aire

Se observo al microscopio en busca de ooquistes alcohol acido resistentes

. Hematoxilina Férrica Modificada
Se hizo un frote delgado del sedimento: Se colocod una gota del sedimento en una lamina
portaobjetos y se mezclo con una gota de albimina de Mayer
Se dejo secar a temperatura ambiente
Se colocd el frote en etanol al 70% por 5 minutos
Se lavo bajo el agua del chorro por 2 minutos
Se coloco en carbol fucsina por 5 minutos
Se lavd bajo el agua del chorro por 1 minuto
Se colocd en alcohol acido por 4 minutos
Se lavo bajo el agua del chorro por 1 minuto
Se coloco en solucion de hematoxilina por 8 minutos
Se coloco en agua destilada por 1 minuto
Se colocd en solucion de acido picrico por 3-5 minutos
Se lavé bajo el agua del chorro por 10 minutos
Se colocd en etanol al 70% con amoniaco por 3 minutos
Se coloco en etanol al 95% por 5 minutos

Se coloco en etanol al 100% por 5 minutos
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Se dejo secar al aire y se observo en busca de quistes y ooquistes de protozoos, asi como

huevos de helmintos.

c¢. Calcofltor

Se hizo un frote delgado del sedimento

Se dejo secar a temperatura ambiente

Se coloco en metanol absoluto durante 5 miutos

Se anadio calcofluor por 5 minutos

Se lavo con agua del chorro

Se afiadioé Azul de Evans por 1 minuto

Se Lavo con agua del chorro

Se dejo secar

Se examinod al microscopio de fluorescencia con aumento de 1000x utilizando un filtro de

395 6 415 nm, en busca de esporas de color celeste (2-4 um x 1-2 pm) sobre fondo oscuro

d. Tricrémico modificado

Se hizo un frote delgado del sedimento

Se dejo secar a temperatura ambiente

Se colocd en metanol absoluto durante 5 minutos

Se agregd Chromotropo 2R y se mantuvo durante 30 minutos a 37°

Se lavo con alcohol acido por 10 segundos

Se lavo con etanol al 95% por 10 segundos

Se coloco en jarra de Koplik con etanol al 95% por 5 minutos (repetir)
Se coloco en jarra de Koplik con etanol al 100% por 10 minutos

Se coloco en jarra de Koplik con xileno por 5 minutos
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Se dejo secar al aire
Se examino bajo el microscopio en aumento 1000X en busca de esporas color rojo (2-4

pm x 1-2 um) sobre fondo verde grisaceo.
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VIIl. RESULTADOS

Durante un periodo de 6 meses se evaluaron muestras de heces provenientes de PVVS que
asistian a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios para
primera consulta, con el objetivo de determinar la presencia de parasitos emergentes de la clase
Coccidia y Microsporidia. Este estudio se realizo durante los meses de septiembre de 2002 a
febrero de 2003. En este periodo se recolectaron 100 muestras correspondientes a 100 PVVS, a
quienes se les realizaron algunas preguntas relacionadas con sus habitos y costumbres, asi mismo se
consulto las historias clinicas de los mismos para obtener datos epidemiologicos relevantes para el

estudio.

De acuerdo con las caracteristicas demograficas la mayoria de las PVVS incluidas en el
estudio pertenecian al genero masculino (62 por ciento) (Tabla 1). En relacion a escolaridad y
ocupacion (49 por ciento) referian haber cursado al menos un afio de escuela primaria y (56 por
ciento) se dedicaban principalmente a la economia informal como medio de vida. La procedencia
referida fue en mayoria la ciudad capital y las distintas zonas metropolitanas (66 por ciento). La
edad minima registrada fue de 1 afio y la maxima de 66, ochenta y dos personas se encontraban
entre los 15 y 45 afios de edad con una media de 33 afios. En cuanto a la preferencia sexual 89

referian ser heterosexuales.

Con respecto a la prevalencia de coccidios y microsporidios (Tabla 2) se encontré6 una
prevalencia de 7 por ciento para Cryptosporidium parvum y de 3 por ciento para Cyclospora
cayetanensis, reportada segln la coloracion de Zielh Neelsen que fue considerado el estandar de
oro. La prevalencia para Isospora belli y para microsporidios fue de 0 por ciento ya que no se

encontrd ningun caso durante los meses en que se llevo a cabo el estudio.



Tabla 1 ~Caracteristicas demograficas de las PVVS que asisten a la Clinica
Familiar ""Luis Angel Garcia" Hospital General San Juan de Dios
Septiembre 2002- Febrero 2003 (N = 100)

Caracteristicas n (%)
Género
Masculino 62 62
Femenino 38 38
Escolaridad
Analfabeta 25 25
Nivel Primario 49 49
Secundaria o
Superior 26 26
Ocupacion  Agricultor 11 11
Técnico 28 28
Profesional 2 2
Informal 56 56
Sexo trabajador /a 3 3
Procedencia
Capital 66 66
Escuintla 11 11
Santa Rosa 5 5
Peten 4 4
Otros 14 14
Edad!
< 14 afios 4 4
15 a 30 anos 42 42
31 a 45 anos 40 40
46 a 55 12 12
> 55 afos 2 2
Preferencia sexual
Heterosexual 89 89
Homosexual 11 11

! Edad minima = 1 aflo, maxima = 66 afios, Desviacion estandar =+/-11.7, media =32.7
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Tabla2 Prevalencia de ooquistes de coccidios intestinales (N = 100)

Nmbre del n % Intervalo de

coccidio confianza
C. parvum 7 7 (2.9-13.9)
C. 3 3 (0.6 -8.5)

cayetanenesis

I. belli 0 0 ND?

"Estandar de oro : Zielh — Neelsen 2No determinado

La descripcion demografica de las PVVS incluidas en el estudio (Tabla 3), se reportd
solamente para Cryptosporidium parvum no se observo ninguna asociacion entre la infeccion y las
caracteristicas demograficas reportadas (P > 0.05). Se establecid que de siete PVVS positivas para
Cryptosporidium parvum, 6 (9.7%) pertenecian al género masculino y s6lo 1 (2.6%) al género
femenino; 3 (12%) eran analfabetas, 4 (7.1%) se dedicaban a la economia informal, 2 (18.2%)
refirieron ser agricultores y 1(3.6%) dedicarse a trabajos técnicos. Dos de ellas (3%) residian en la
capital y 5 (50.5%) en otros departamentos, 4 (9.9%) tenian entre 15 y 45 afios de edad y 6 (6.7%)

refirieron ser heterosexuales.
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Tabla 3 Descripcion demogréfica de las PVVS incluidas para el estudio de Cryptosporidium parvum
Septiembre 2002 - Febrero 2003 (N =100)

Caracteristicas Totales Positivos Negativos OR! IC 950, Valor p
n (%) n (%) n (%)

Género

Masculino 62 (62) 6 9.7y 56 (903) 3.96 0.45-34 0.18
Femenino 38 (38) 1 (2.6) 37 (974

Escolaridad

Analfabeta 25 (25) 3 (1200 22  (88.0) 242 0.33 -15.37 0.26
Nivel Primario 49 (49) 2 4.1 47 (959 039 0.04 -2.56 0.26
Secundaria o Superior 26 (26) 2 7.7 24 (923) 1.15 0.10 -7.60 0.87
Ocupacion

Agricultor 11 (11) 2 (182) 9 (81.8) 3.73 0.31-26.84 0.12
Técnico 28 (28) 1 3.6) 27 (964) 041 0.01 -3.64 0.4
Profesional 2 (2) ND* (0.0 2 (100.00 ND 0.00 - 74.97 0.69
Informal 56 (56) 4 (7.1) 52 (929) 1.05 0.17 -7.58 0.94
Sexo trabajador/a 3 3) ND (0.0 3 (100.0) ND 0.00 - 35.40 0.63
Procedencia

Capital 66 (66) 2 3.0) 64 (97.00 0.18 0.02 - 1.21 0.031
Escuintla 11 (11) 1 9.1 10 (909 1.38 0.03 -13.37 0.77
Santa Rosa 5 5) 1 (20.0) 4 (80.0) 3.71 0.06 -45.74 0.24
Petén 4 4) ND (0.0 4  (100.00 ND 0.00 - 21.17 0.56
Otros 14 (14) 3 (214) 11  (786) 5.59 0.70 - 37.14 0.023
Edad*

< 14 afios 4 4) 1 2500 3 (75.0) 5 0.75-14.19 0.15
15 a 30 afos 42 (42) 1 24 41 (97.6) 0.21 0.00 - 1.87 0.125
31 a 45 afos 40 (40) 3 (7.5 37 (925 1.14 0.16-7.13 0.87
46 a 55 12 (12) 2 (6.7) 10 (833) 3.32 0.28 - 23.51 0.16
> 55 afios 2 ) ND (0.0 2 (100.00 ND 0.00 - 74.97 0.69
Preferencia sexual

Heterosexual 89 (89) 6 6.7) 83 (93.3) 0.72%  0.07-36.54 0.77
Homosexual 11 (11) 1 9.1) 10 (90.9)

"OR; (Razoén de momios) odds ratio - Chi cuadrado - Mantel Haenzel, IC ¢s0,; o = 0.05
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La comparacion de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo, eficacia y coeficiente Kappa de las coloraciones para detectar Cryptosporidium parvum se
observa en la Tabla 4. La sensibilidad de la coloracion de Hematoxilina férrica modificada cuando
se compar6 con la coloracion de Zielh Neelsen (considerada estandar de oro) fue de 100% (ICyso,
=56.1-100). La especificidad fue del 98% (ICyse, = 91.7-100), el valor predictivo positivo fue del
77% (ICoqs0,, = 40.2-96.1), el valor predictivo negativo fue del 100% (ICyso, = 95.0—100) , la eficacia
de Hematoxilina férrica modificada contra Zielh Neelsen fue de 98% y el coeficiente Kappa de

0.87%.

Tabla 4 Comparacion de las coloraciones para ooquistes de Cryptosporidium parvum (N =100 )

Coloracion Zielh-Neelsen

Coloracién Hematoxilina Férrica modificada Positivo Negativo Total
Positivo 7 2 9
Negativo 0 91 91
Total 7 93 100

Resultado Intervalo de Confianza del 95%

Sensibilidad: 100% 56.1-100

Especificidad: 98% 91.7-99.6

Valor predictivo positivo: 77% 40.2 - 96.1

Valor predictivo negativo: 100% 95.0-100

Eficacia HF vrs ZN ' 98%

Coeficiente Kappa: 0.87

Prevalencia: 7%

! Hematoxilina férrica versus Zielhn - Neelsen
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En la deteccion de Cyclospora cayetanensis los resultados de la comparacion de
Hematoxilina férrica con respecto a Zielh Neelsen (considerado como estandar de oro) (Tabla 5), se
establecid una sensibilidad del 100% (ICys0, = 31-100), especificidad del 98.96% (ICqs0, = 93.6—
99.9), valor predictivo positivo del 75% (ICqsq, = 21.9-98.7), valor predictivo negativo 100% (ICyso,

=95.2-100), eficacia de Hematoxilina férrica contra Zielh Neelsen 99% y coeficiente Kappa 0.86.

Tabla 5 Comparacion de las coloraciones para ooquistes de Cyclospora cayetanensis( N = 100 )

Coloracion Zielh-Neelsen

Coloracion Hematoxilina Férrica modificada Positivo Negativo Total
Positivo 3 1 4
Negativo 0 96 96
Total 3 97 100

Resultado Intervalo de Confianza del 95%

Sensibilidad: 100% (31 -100)

Especificidad: 98.96% (93.6-99.9)

Valor predictivo positivo: 75% (21.9-98.7)

Valor predictivo negativo: 100% (95.2-100)

Eficacia HF vrs ZN " 99%

Coeficiente Kappa: 0.86

Prevalencia: 3%

! Hematoxilina férrica versus Zielhn - Neelsen
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Entre los factores asociados con parasitos intestinales emergentes en PVVS, (Tablas 6) se
evaluaron: fuentes de agua para beber, el tratamiento que se daba a las mismas para sanearlas, la
presencia de animales en la casa y algunos habitos y costumbres de consumir determinados
alimentos crudos.

Se pudo observar que 92 por ciento de las PVVS incluidas en el estudio consumian agua de
chorro o pozo publico, contra un 8 por ciento que consumia agua embotellada. En cuanto a la
forma de almacenar el agua para beber 35 por ciento lo hacian en botellas o en cubetas de plastico y
65 por cientoen tonel metalico. Referente al tratamiento que se daba a el agua para beber, 72 por
ciento de las PVVS incluidas en el estudio, hervia o cloraba el agua que bebia, mientras que 28 por
ciento no le daba ningln tipo de saneamiento, se encontré diferencia significativa entre estas
variables [(ICos0, = 0.00-0.48) P =0.001, OR = 0.05].

Se pudo observar que 82 por ciento de las PVVS incluidas en el estudio tenian en su casa al
menos algun animal, llegando en algunos casos a tener mas de cuatro, mientras que 18 por ciento no
poseian ningln animal en casa. En habitos y costumbres alimenticios se pudo observar que, 69 por
ciento tomaban refrescos preparados en la calle, de este grupo 43 por ciento consumian refrescos en
la calle al menos una vez por semana, mientras que 26 por ciento refirieron hacerlo
esporadicamente y 31 por ciento no acostumbran consumirlos. Con respecto a consumir frutas en
ventas callejeras 61 por ciento de las PVVS incluidas en el estudio refirieron hacerlo, de este grupo
39 por ciento lo hacian al menos una vez por semana y 23 por ciento refirieron hacerlo a veces y 39
por ciento no comian frutas en ventas callejeras. El consumo de verduras crudas y ensaladas era
mayor, ya que 84 por ciento de las PVVS incluidas en el estudio refirieron comer verduras crudas y
ensaladas de las cuales 49 por ciento, lo hacian al menos una vez por semana y 35 por ciento las
comia a veces y solamente 16 por ciento refirieron no comer verduras crudas y ensaladas (Tabla 6).
La tabla 7 muestra la descripcion de factores asociados a la infeccion por Cryptosporidium parvum

en PVVS incluidos en el estudio. Se observa que darle al agua algtin tratamiento, como hervirla o
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clorarla representa un factor protector para contraer la infeccion por Cryptosporidium parvum [OR=
0.05, (ICgs0, = 0.00—0.48) valor p = 0.001]. Ademas se observa que tomar refrescos callejeros
representa un riesgo de contraer la infeccion [OR = 6.44, (ICys, = 1.01-51.62), valor p =0.016]. En

cuanto a los demads aspectos estudiados, ninguno tiene relevancia estadistica.

Tabla 6 Factores asociados con parasitosis intestinales en PVVS incluidas
en el estudio Hospital General San Juan de Dios (N =100)

Caracteristicas n (%)
Fuente de agua para beber

Chorro o Pozo 92 92

Embotellado 8 8
Almacenamiento de agua

Cubeta de plastico 35 35

Tonel 65 65
Tratamiento al agua

Hierve o clora 72 72

Ninguno 28 28
Animales en casa

Si 82 82

No 18 18
Toma refrescos en la calle

Si 69 69

No 31 31
Con que frecuencia lo hace

Una vez por semana 43 43

A veces 26 26
Come frutas en la calle

Si 61 61

No 39 39
Con que frecuencia lo hace

Una vez por semana 39 39

A veces 23 23
Consume ensaladas crudas

Si 84 84

No 16 16
Con que frecuencia lo hace

Una vez por semana 49 49

A veces 51 51
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Tabla 7 Descripcion de factores asociadas con parasitosis intestinal en PVVS incluidas
para el estudio de Cryptosporidium parvum Septiembre 2002 - Febrero 2003 (N =100 )

Caracteristicas Totales Positivos ~ Negativos OR!  ICys, Valorp
n (%) n (%) n (%)

Tipo de agua
Chorro o Pozo 92 (92) 6 (6.5 86 (93.5) 2.05 0.05-23.64 0.45
Embotellado 8 ®) I 1.1 7 (7.6)

Almacenamiento de agua
Cubeta de plastico 35 (35) 5 (54) 30 (32.6) 5.25 0.83-41.80 0.24
Tonel 65 (65 2 (22) 63 (68.5)

Tratamiento al agua
Hierve o clora 72 (72) 1 @1 71 (772) 0.05 0.00-0.48 0.001
Ninguno 28 (28) 6 (6.5 22 (23.9)

Animales en casa
Si 82 (82) 6 (6.5 76 (82.6) 1.34 0.14-31.53 0.63
No 18 (18 1 (L.1) 17 (18.5)

Refrescos en la calle
Si 69 (69) 2 (22) 67 (72.8) 6.44 1.01-51.62 0.016
No 31 @3l) 5 (54) 26 (283)

Cuantas veces lo hace
Una vez por semana 43 (43) I (1.1) 42 457) 0.60 0.02-22.99 0.61
A veces 26 (26) I (1.) 25 (27.2)

Frutas en la calle
Si 61 (61) 3 (33) 58 (63.0)2.21 0.39-134 0.26
No 390 (39 4 (43) 39 (424)

Cuantas veces lo hace
Una vez por semana 39 (39) I (1.1) 38 (41.3)0.26 0.03-3.39 0.29
A veces 23 (23) 2 (22 21 (22.9)

Ensaladas crudas
Si 84 (84) 6 (6.5 78 (84.8) 1.34 0.14-31.53 0.63
No 16 (16) 1 (1.1) 15 (16.3)

Cuantas veces lo hace
Una vez por semana 49 (49) 4 43 45 (489) 1.47 0.20-17.05 0.50
A veces 35 (35) 2 22 33 (359

OR = (razoén de momios); odds ratio — Chi cuadrado — Mantel Haenzel, IC o5, ; oo = 0.05



50

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La sensibilidad de la coloracion Hematoxilina Férrica modificada con respecto de la
coloracion de Zielh Neelsen considerado estindar de oro para el diagndstico de Cryptosporidium
parvum y Cyclospora cayetanensis fue alta, pero el intervalo de confianza fue muy amplio; esta
variacion se explica probablemente en el nimero de muestra tan pequefio, en cuanto a los valores
predictivos se puede afirmar que del cien por ciento de muestras negativas por lo menos noventa y
cinco son verdaderamente negativas (50).  Ambas coloraciones concuerdan en un 87%, lo cual se
considera como una concordancia Optima (51) (Anexo 9). La prevalencia encontrada de
Cryptosporidium parvum fue de 7%, lo cual coincide con lo encontrado por otros autores, que han
reportado prevalencias similares en estudios en condiciones parecidas (17, 32). La prevalencia de
Cyclospora cayetanensis encontrada fue de 3%, en este caso los resultados también coinciden con
otros estudios realizados en condiciones similares, segin estas investigaciones la prevalencia de
coccidios intestinales en Guatemala se mantiene en los parametros mencionados desde hace varios

afos (16, 17, 32).

Durante los meses que dur6 el estudio no se detectdé ninguna muestra positiva para Isospora
belli. Algunos estudios reportan mayor prevalencia de este coccidio durante la época lluviosa, por
lo que se considera que esta es la razon principal por la cual no se detecté ninguno, ya que presenta

relacion con condiciones climaticas (31, 32, 33).

Con microsporidios no se realizdo la comparacion de métodos porque no se encontrd
ninguna muestra positiva, esto es consistente con los resultados obtenidos con otros investigadores
en Guatemala ya que se han realizado varios estudios acerca del tema y solamente en uno se
encontré una muestra positiva, de manera que este estudio confirma la baja prevalencia de este

icroorganismo en nuestro pais. De cualquier manera, se utilizdo muestras positivas conocidas como
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control de las coloraciones de Blanco de Calcofltor y Tricrémico modificado con el fin de asegurar

los resultados ( 13, 42).

Entre las caracteristicas demograficas estudiadas se observo que la mayoria de PVVS

pertenecia al genero masculino (62%), con una escolaridad méaxima del ciclo primario (49%), y que

se encontraban en el rango de edad de 15 a 45 afios (82%), lo que coincide con la etapa de vida
sexual y economicamente activa, la mayoria provenian de la ciudad capital y de los departamentos
aledafios a la misma como Escuintla (77%), esto estd relacionado a la facilidad que tienen las
personas de desplazarse hacia el centro de la ciudad para acudir al Hospital General San Juan de

Dios (5,17).

Se encontré que darle algin tipo de tratamiento al agua que se bebe, como clorarla o
hervirla representa un efecto protector de contraer la infeccion por Cryptosporidium parvum [ OR =
0.05, valor p = 0.001, (ICyss, = 0.00—0.48)]. Se ha reportado en la literatura que hervir el agua que
se bebe y lavar los alimentos que se consumen disminuye el riesgo de infeccion; sin embargo
también se sabe que los ooquistes de C. parvum son resistentes a la accion del cloro (18, 19, 22). Se
observo también que tomar refrescos preparados en la calle, como licuados y jugos de frutas
representa un riesgo seis veces mayor de contraer la infeccion por C. parvum, [ OR = 6.44, valor p
=0.016, (ICgs0, = 1.01-51.62) ] esta practica esta contraindicada en las recomendaciones de Los
Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) para las PVVS ya que aumenta el
riesgo de contraer infeccion, igual que comer frutas sin lavar y /o no lavarse las manos luego de ir al
bafio (22). Es interesante que aunque se evalud el consumo de frutas en ventas callejeras y de

ensaladas crudas, estas no presentaron ninguna significancia estadistica.

Otro factor interesante fue la presencia de animales en la casa, ya que (82%) refirieron tener
al menos un animal en casa, de las cuales (45%), tenian mas de dos animales de diferente especie

sin embargo, esto no presento riesgo asociado de contraer infeccion por coccidios, probablemente
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porque la mayoria de PVVS provenian de areas urbanas, ya que se ha encontrado que los bovinos
son transmisores de ooquistes de C. parvum y los felinos de Cryptosporidium sp (18-21).

Con respecto a las cuatro coloraciones evaluadas requieren de un seguimiento cuidadoso
de la técnica, ya que cualquier desviacion en los tiempos de coloraciéon y lavado de los frotes
conduce a cambios en las caracteristicas tintoreales de las estructuras parasitarias presentes en los
frotes.

En relacion a las caracteristicas que presentan las coloraciones en este trabajo para
coccidios, la coloracion de Zielh Neelsen se realizd mas rapidamente aproximadamente en 20
minutos, mientras que Hematoxilina férrica modificada en una hora y llevo mas pasos de tincion,
por lo que requiri6 mas cuidado, sin embargo presentd la ventaja de conservar muy bien las
caracteristicas fisicas de los quistes y trofozoitos de protozoos , mientras que con Zielh Neelsen
solo fue posible observar coccidios y bacilos alcohol acido resistentes ( 19,21 ).

Para la coloraciones Blanco de Calcoflior y Tricromico modificado, se empled
aproximadamente 25 minutos y una hora respectivamente; la mayor desventaja del Blanco de
Calcoflior es que se necesitd un microscopio de fluorescencia para poder observar los frotes
teflidos, y este es un recurso con el que no cuenta la mayoria de laboratorios de Microbiologia en
Guatemala, mientras que la tincion Tricromica modificada para microsporidios se pudo observar en
un microscopio de luz el cudl es mas accesible en nuestro medio (22).

Los siete casos positivos de Cryptosporidium parvum y tres de Cyclospora cayetanensis
fueron reportados oportunamente a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”, para su posterior
tratamiento.

En conclusion las coloraciones para la deteccion de coccidios intestinales utilizadas en este
estudio mostraron un grado de concordancia 6ptimo por lo que pueden ser usadas alternativamente,
la principal recomendacion es que se utilice coloracion de Zielh- Neelsen, ya que fue mas facil y

répida de montar y representé un menor costo, dando los mismos resultados, esto no significa que la
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coloracion Hematoxilina férrica modificada, no sea una buena opcion, ya que fue la mas versatil,
porque como se mencioné anteriormente fue de mucha utilidad para preservar las estructuras de
quistes y trofozoitos de protozoos, siendo una buena opcion cuando las muestras no pueden ser
evaluadas de inmediato, en tal caso el requisito es realizar el frote con una pequefia gota de
albiumina de Mayer y una gota de muestra para permitir una mejor fijacion de la muestra.

Este estudio servird de base para la realizacion de estudios posteriores con un mayor
numero de muestra y un intervalo de tiempo mas amplio, para poder tomar en cuenta el factor

estacional de parasitos como Cyclospora cayetanenesis e Isospora belli.
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X. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos para sensibilidad, especificidad, y valores
predictivos asi como grado de concordancia y eficacia de las coloraciones Zielh—Neelsen y
Hematoxilina férrica modificada para el diagnéstico de coccidios intestinales, se concluye
que ambas tinciones pueden ser utilizadas con iguales resultados tanto para
Cryptosporidium parvum, como para Cyclospora cayetanenesis por lo que la hipotesis

numero uno es aceptada.

La prevalencia de coccidios intestinales en general, encontrados en este estudio fue de 10%.

La prevalencia de Cryptosporidium parvum encontrada en este estudio fue de 7% 1y la de

Cyclospora cayetanensis de 3%.

Hervir o clorar el agua para beber representa un factor de proteccion para contraer

infecciones por coccidios intestinales en PVVS.

Beber refrescos preparados en la calle, como licuados y jugos no envasados representa un

riesgo seis veces mayor de contraer infecciones por coccidios intestinales.
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X1. RECOMENDACIONES

Implementar como prueba de rutina en los laboratorios de microbiologia la coloracion de

Zielh-Neelsen para la deteccion de coccidios intestinales en PVVS.

Llevar a cabo estudios para la deteccion de coccidios intestinales en PVVS, utilizando un
nimero de muestra mas grande asi como por periodos mas prolongados de tiempo para

poder establecer la estacionalidad de dichas infecciones.

Capacitar al personal de los laboratorios de microbiologia en el montaje ¢ interpretacion de

la coloracion de Zielh — Neelsen para la deteccion de coccidios intestinales.

Elaborar material didactico para ser distribuido entre las PVVS, para que conozcan los

riesgos de contraer infecciones por coccidios intestinales y como pueden evitarlas.

Llevar a cabo estudios para la deteccion de microsporidios en PVVS, utilizando un numero

de muestra mas grande asi como por periodos mas prolongados de tiempo.
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Anexo 1

Ciclo de vida de Cryptosporidium parvum

ingested Gocyst Type | Mezent

Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx



Anexo 2

Ciclo de vida de Cyclospora cayetanensis
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Anexo 3

Ciclo de vida de Isospora belli
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Anexo 4

Ciclo de vida de Microsporidios

Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx
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ANEXO 5
Diagnéstico de parasitos int emergentes en per que viven con VIH/SIDA que asisten
a la Clinica Familiar "Luis Angel Garcia" del Hospital General San Juan de Dios
BOLETA DE DATOS HISTORIA CLINICA No. de ID I:i
1 Fecha de entrevista =
2 No. de Historia clinica = S
3 Residencia b =
4 Edad i e S
5 Genero 1 Mascu\incvl:‘ 2 Femeninoi:l
6 Preferencia sexual il Hombres[:] 2 Mujeresl:3 AmbosI:|
7 Nivel de escolaridad 1 Analfabeta I: 5. Diversificado |:|
2 Alfabeta [ 1 e. superior ey
3 Primaria |:| 99 No sabe/ No Responde I:l
4 Secundadia I:I
8 Ocupacién 1 Agricultor [ ] 5. Trabajador(a)delSexo [ |
2 Profesional |:| 6. Economfa informal !:!
3 Técnico :}
9 Fecha de diagnésticoviH e
10 Fecha de diagnéstico SIDA

11 Leucocitos l | fecha e .

12 Linfocitos | ‘ fecha

13 Cb4 i ‘ fecha

14 Hg | = ‘ fecha

15 Recibe actualmente tratamiento retrovital HEE no[ |3 nNosae[ |
16 Padece alguna enfermedad oportunista i No[Ei]E nowbaliei]
17 Cual (es ) enfermedad ( es ) oportunista (s )

18

20

21

22

Tiene diarrea

Cuanto tiempo tiene de tener diarrea
Cuél es la consistencia de las heces
No. de deposiciones diarias

Ha recibido algtin tratamiento para la diarrea

23

24

25

Antibiéticos
Antidiarréicos

Antiespasmédicos

3 NO sabe:
il

3 NO sabe

3 NO sabe

=

£ ]
rofEEe s nowse i )

SEEAR Lo




ANEXO 6

Di ostico de asitos intestinales tes en p que viven con VIH/SIDA que asisten

a la Clinica Familiar "Luis Angel Garcia™ del Hospital General San Juan de Dios

Boleta para solicitud de muestra

Mo, De i

Mo, De Historia clinica

fecha de Consulta

1 La fuente de donde bebe agua es 12 Chorro [ 2 Fozaios [ & Otro e[|
2 como guarda el agua para beber encubeta | zentonst [ Jaowe [ |
3 Que tipo de tratamiento le da al agua que bebe 1 HlnmL_______l 2 Clora I:::la Ningung [:]

4 Tiene servicio sanitario en su vivienda 1.8

8 Que tipo de sanitario tiene
1 Letrina

2 Inodaro lavable

3 Otro

6 En su vivienda tiene animales 1.8

7 Que tipo de Animales tiene
1 Parro

2 Gato

3 Aves

000 | |ooo |0
:

4 Otro

8 Toma frescos (no procesados) en la calle | | 2 No[:]

8 Con que frecuencia consume
refrescos en la calle

10 Come frutas en bolsa en ventas callejeras | | = No| isEnssr]

11 Con que frecuencia consume
frutas en la calle

12 Consume verduras crudas (ensaladas) 1 m:l 2 uo|:|

413 Con que frecuencia consume
verduras crudas (ensaladas)

14 Ha bebido agua no tratada : ano[ ] amesms[ ]
15 Ha nadado en un rio o lago . 2 No:
18 Ha tenido contacto con tierra 9 2 N
17 Ha tenido contacto con alguna persona con diarrea : ) |

18 Vive con alguna persona que vive con VIH o SIDA : zino[=s]
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ANEXO 7

Preparacion de reactivos

1.Solucioén Salina al 0.85%

Cloruro de sodio 8.5 grs.

Agua destilada 1000 mL.
2.L.ugol Fuerte

Yodo en cristales 5 gr.

Y oduro de potasio 10grs.

Agua destilada 100 mL.

= Diluir 1:5 para utilizarla. Esta solucién diluida dura 3 semanas.

3.Acetato de sodio-acido acético-formalina (SAF)

Acetato de sodio (Sigma) 1.5g.
Acido acético glacial (Merck) 2.0 mL.
Formalina 37-40% (Merck) 4.0 mL.
Agua destilada 92.0 mL.

= Mezcle el 4cido con 50% del agua en una botella de vidrio
= Afiada el acetato de sodio y la formalina

= Anada el resto del agua

= Mezcle hasta que el acetato de disuelva

= Guarde en botella oscura por dos afios



4. Solucién stock de hematoxilina
Hematoxilina en polvo (Fisher) 10g

Etanol 95% (Merck) 1L

=  Disuelva el polvo en el alcohol en una botella de vidrio.
= Mantenga en un area iluminada por 14 dias antes de usar.

= Quarde a temperatura ambiente por un afio.

5. Mordiente
Sulfato ferroso amoénico (Merck) 10g
Sulfato férrico amoénico (Fisher) 10g
Acido clorhidrico (Merck) 10 mL
Aflada agua destilada hasta 1L

Mezcle los polvos con 500 mL de agua en una botella de vidrio.

Afada el acido clorhidrico

Anada el resto del agua hasta completar 1 L

=  uarde a temperatura ambiente por un afio

6. Solucion de trabajo de hematoxilina

= Mezcle cantidades iguales de solucion stock de hematoxilina y de mordiente.
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7. Acido picrico (Fisher)

=  Mezcle volimenes iguales de agua y una soluciéon saturada de acido picrico.

71

Para la

solucién saturada se agrega acido picrico al agua hasta que el acido no se disuelva

(aproximadamente 1 g de acido por 78 mL de agua destilada)

8. 70% Alcohol + Amonio
Etanol al 70% (Merck) 50 mL

Amonio (Merck) 0.5-1 mL

= Afada el amonio al alcohol hasta que llegue a un pH de 8

= Quarde a temperatura ambiente por un afio

9. Carbol-Fucsina

Solucion A
Fucsina basica (Fisher) 03¢g
Etanol (Merck) 10 mL
Solucion B
Fenol (Fisher) S5¢g
Agua destilada 100 mL

= Mezcle las soluciones A 'y B

=  Guarde a temperatura ambiente por un afio



10. Alcohol-Acido
Acido clorhidrico (Merck) 30 mL

Etanol 98% (Merck) 1L

= Agregue cuidadosamente el acido al etanol. NO INHALE LOS VAPORES

=  Guarde a temperatura ambiente por 5 afios

11. Calcofltor para microsporidios
Flourescent brightener 28 (Sigma) 60¢g

Agua destilada 10 mL

= Mezcle el agua con el reactivo y ajuste a pH 9.8-10

= Guarde en oscuridad a temperatura ambiente por un afio

12. Tricrémico modificado para microsporidios

Chromotrope 2R (Allied Chemical) 60g
Azul de anilina (Fisher) 05¢g
Acido fosfotiingstico (Fisher) 0.7¢g
Acido acético (Merck) 3.0 mL
Agua destilada 100 mL

= Disuelva los reactivos en el acido acético

= Mantenga a temperatura ambiente por 30 minutos
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13.Zielh -

a.

Afada el agua

La solucion debe tener pH 2.5 (utilice HCI 1M si es necesario)

Guarde a temperatura ambiente por 2 afios

Neelsen modificado

Fucsina basica

Agua destilada

Acido clorhidrico concentrado
Cloruro de Azul de metileno
Alcohol etilico al 95%

Fenol

73

290 mL
3mL
03g

107 mL

5¢

Carbolfucsina: Disolver 3 g de fucsina basica en 10 mL de etanol 90 —95%. Agregar

90 mL de una solucion acuosa de fenol al 5%. ( 5 g de fenol disueltos en 100 mL de

agua destilada).

Alcohol — Acido: Agregar 3 mL de HCI concentrado lentamente a 97 mL de etanol

90 —95 % en este orden. j La solucion puede calentarse!

Colorante de contraste azul de metileno: Disolver 0.3 g de cloruro de azul de

metileno en 100 mL de agua destilada
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ANEXO 8

Zielh - Neelsen

+ -
Hematoxilina ferrica a b
+
c d
Sensibilidad=__a VPPP=__a = P(T/ T
a+tc a+thb
Especificidad=__d VPNP=_ ¢ =P (T/T)
d+ b c+d
VPP (segun prevalencia) = _ Sensibilidad X Prevalencia de la poblacién

Sensibilidad X Prevalencia + ( 1 —especificidad) ( 1 — prevalencia)

Eficacia = a+d

at+b+ct+d

Cocficiente Kappa (k) = Po—Pe Donde: Po = Proporcion de concordancia observada
1—Pe Pe = Proporcion de concordancia esperada
Po=_a+b Pe=[(atb)(ate)] +[(c+d)(b+d)]

atb+c+d (a+b+c+d)
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ANEXO 9

ESCALA DE CONCORDANCIA KAPPA

Kappa Concordancia
<0.00 Malo
0.00-0.20 Pobre
0.021 -0.40 Sufrible
0.41-0.60 Regular
0.61-0.80 Buena
0.81-0.99 Optima
1.00 Perfecta

Tomado de: Maclure M., et. al. Misinterpretation and misuse of the kappa statistic. American Journal of

Epidemiology, 1987; 126:161-169.
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