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RESUMEN
Los coccidios intestinales son uno de los causantes de las infecciones diarreicas
agudas. Para el diagnéstico de estas parasitosis el personal de laboratorio no
tiene en conocimiento la técnica de mayor sensibilidad y especificidad para
concentrar ooquistes, por lo cual el presente estudio tuvo como objetivo
determinar que técnica de concentracion (Willis, Tello y Baerman) es mas
efectiva para la concentracién de ooquistes en muestras de heces diarreicas. El
presente estudio se llevd a cabo en el Hospital Regional de Ayacucho en el Area
de Parasitologia del Laboratorio de Patologia Clinica. El tipo de investigacion fue
descriptiva. Se recolectaron 100 muestras fecales de pacientes con infecciones
diarréicas aguda las cuales fueron procesadas por las técnicas de Willis’
sedimentacion espontanea de Tello? y Baerman modificada en copa por
Lumbreras® La identificacion de ocoquistes se realizd6 mediante coloracion de
Ziehl Neelsen modificada. El nimero de ooquistes concentrados por cada
técnica fue cuantificado en 20 campos a 100X. Segin los resultados la técnica
de Baerman modificada en copa por Lumbreras mostré un mayor rendimiento 12
% en comparacion con la técnica de sedimentacion espontanea de Tello 7 % y la
técnica de flotacion de Willis 5 %. La técnica de Baerman modificada en copa por
Lumbreras confirmé ser un método de concentracion de alto rendimiento, y se
convierte en una altemativa aplicable sencilla, de bajo costo y eficiente en la

deteccion de ooquistes de estos protozoarios.

Palabras clave: Coccidios, infecciones diarréicas agudas, técnicas de

concentracion.
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I. INTRODUCCION
Las Infecciones Diarreicas Agudas (IDAS) continuan siendo uno de los
principales problemas de salud publica en los paises en desarrollo,
constituyendo una de las causas principales de mortalidad y morbilidad en el
mundo, especificamente en zonas con condiciones de pobreza. En la regién de
las Américas, las enfermedades diarreicas se encuentran entre las cinco
primeras causas de muerte en todas las edades.*
En el Perti, hasta junio de 2012, se registraron cerca de 105 mil 321 episodios de
infecciones diarreicas agudas (95% como IDAS acuosa) a nivel nacional, y cuya
tasa de incidencia durante ese periodo fue de 34 episodios por cada 10 mil
habitantes. Moquegua, Pasco y Amazonas son los departamentos que
reportaron las tasas mas altas encontrandose la mayoria de casos en nifios de 0
a 11 afios de edad.®
Tras el ditimo reporte de la oficina de Epidemiologia de la Direccion Regional de
Salud (DIRESA), fueron atendidos 4 mil 230 emergencias por infecciones
diarréicas agudas en nifilos menores de cinco afios en los centros de salud y
hospitales del departamento de Ayacucho. Segin el reporte, la provincia de
Huamanga registra mayor numero de emergencias, con mil 769 casos, Huanta
registra 658 emergencias, La Mar 471, Lucanas 362 y Cangallo 213

emergencias.®



En este estudio nos enfocamos en diarreas ocasionadas por parasitos, en

especial protozoarios esporulados llamados coccidios intestinales que son uno

de los causantes de las infecciones diarreicas agudas que afectan tanto a

pacientes inmunocompetentes como en inmunosuprimidos.” Para su diagnéstico

se efectia la busqueda e identificaciébn de ooquistes a través de técnicas

coproparasitologicas de sedimentacion y de técnicas de coloracion como el Ziehl

Neelsen modificado. El presente estudio se lflevé a cabo en el Hospital Regional

de Ayacucho en el Area de Parasitologia del Laboratorio de Patologia Clinica,

donde se procesaron 100 muestras fecales con las técnicas de Willis®

sedimentacion espontanea de Tello?’ y Baerman modificada en copa por

Lumbreras.®

Objetivo General:

Determinar que técnica de concentracion (Willis, Tello y Baerman) resulta mas

efectiva para el diagndstico de coccidiosis intestinal en pacientes con infeccion

diarréica aguda que acuden al Laboratorio de Patologia Clinica del Hospital

Regional de Ayacucho.

Objetivos Especificos:

o Determinar la sensibilidad de cada una de las técnicas de concentracion en el
diagnostico de coccidiosis intestinal.

« Determinar la especificidad de cada una de las técnicas de concentracion en
el diagnéstico de coccidiosis intestinal.

o Determinar el valor predictivo positivo de cada una de las técnicas de
concentracion en el diagnostico de coccidiosis intestinal.

« Determinar el valor predictivo negativo de cada una de las técnicas de

concentracion en el diagnéstico de coccidiosis intestinal.



il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Cérdova et al® compararon tres métodos de concentracion de heces para
recuperar ooquistes de Cryptosporidium en terneros en La Plata, Argentina, en
los meses de julio a setiembre, llegandose a estudiar un total de 166 terneros.
Una anica muestra de materia fecal fresca fue analizada por los métodos de
Telemann modificado, agua éter, y Tris Tween 80. La identificacion de ooquistes
fue realizada mediante coloracibn de Kinyoun modificada. El nimero de
ooquistes concentrados por cada técnica fue cuantificado en 20 campos a
1000X. Del total de muestras analizadas, 22/166 fueron positivas para
Cryptosporidium. El ndmero medio de ooquistes recuperados por cada técnica
fue: Telemann modificada (124,2+159,5), agua éter (153,0+156,3), tris Tween 80
(92,2+98,3). Si bien los tres métodos presentaron igual sensibilidad vy
especificidad, la técnica de agua éter demostrd ser sencilla, de bajo costo, y
efectiva para recuperar ooquistes, particularmente si se requiere conservar la
viabilidad de los mismos.

Girard® compar6 las caracteristicas epidemiolégicas y de diagnostico entre
Cryptosporidium parvum, Isospora belli y Cyclospora cayetanensis en poblacion

hospitalaria Tegucigalpa- Honduras. Analizé un total de 4 698 muestras con la



técnica de concentracion de Sheather. El reconocimiento de ooquistes de los
coccidios fue con la tincion acido resistente modificada (ARM) observados con el
objetivo de inmersion 100X. Se diagnosticaron 234 casos de Cryptosporidium
parvum, 114 de Isospora belli y 96 de Cyclospora cayetanensis. Cryptosporidium
parvum prevalecid en nifios menores de 2 afos y en individuos con SIDA,
Cyclospora cayetanensis fue en nifios mayores y entre adultos; /sospora belli es
un marcador de inmunocompromiso importante.

Sabiilon™ realiz6 un estudio de las observaciones clinicas en nifios con
gastroenteritis y cryptosporidiosis en Tegucigalpa Honduras, entre agosto de
1998 a setiembre del 2000. De 1 581 examenes se estudiaron 23 de 50 casos
positivos por Cryptosporidium parvum. El 43,6% era de sexo femenino y 56,5%
de sexo masculino. C. parvum se diagnosticd en 19/23 (82,6 %) nifios menores
de 2 afios y en 4/23 (17,3 %) nifios entre 24 y 36 meses; la cual se colored con
el método acido resistente modificado después de haberse examinado en un
frote directo en solucién salina y solucién yodada de lugol.

Capd de Paz et al." para el diagnostico de Coccidios y Microsporas en muestras
de heces diarréicas de pacientes cubanos seropositivos al VIH, analizaron un
total de 170 muestras de diarreas liquidas en un periodo de 6 meses. De estas
muestras, 51 (30 %) resultaron positivas para al menos un tipo de protozoo
parasitario. El mas frecuente fue Cryptosporidium parvum (n=35; 20,58 %)
seguido de Micréspora (n=12; 7,05 %), /. belli (n=8; 4,70 %) y C. cayetanensis
(n=6; 3,53 %).

Devera et al."? realizaron un estudio entre agosto y octubre de 2006 con el
objetivo de determinar la prevalencia de coccidios intestinales en nifios menores
de cinco afios con diarrea, atendidos en la emergencia pediatrica del Hospital
Universitario “Ruiz y Paez* en Ciudad Bolivar, Venezuela. Las muestras fecales

obtenidas de cada paciente fueron sometidas a las técnicas de examen directo,



formol-&ter y coloracién de Kinyoun. Se examinaron 130 muestras fecales, 60
eran nifias (46,2 %) y 70 nifos (53,8 %) con una edad media de 2 + 1,4 afios. La
prevalencia de coccidios intestinales fue de 12,3 %, siendo Cryptosporidium
parvum el mas frecuente con 10 casos (7,7 %), seguido de Cyclospora
cayetanensis con seis casos (4,6 %).

Requena ef al.”

realizaron un estudio transversal para determinar la prevalencia
de coccidios intestinales en pacientes infectados con el Virus de |la
Inmunodeficiencia Humana en Ciudad Bolivar, Venezuela, entre enero y
diciembre de 2007. Obtuvieron 41 muestras fecales las cuales fueron
procesadas mediante la técnica de formol-éter. Con una alicuota del sedimento
obtenido en esta técnica se realizé la coloracion de Kinyoun. La prevalencia
global de coccidios fue de 63,4 % (29/41), Cryptosporidium parvum fue el
coccidio mas frecuente con 34,2 % (11 casos ocurrieron entre VIH positivos y
uno en paciente con SIDA). La prevalencia de /sospora belli fue de 244 % (9
casos entre VIH positivos y uno en paciente con SIDA). Finalmente, Ia
prevalencia de Cyclospora cayetanensis fue de 19,5 % (4 casos en pacientes
VIH positivos y ofros 4 en pacientes con SIDA). El 22 % (12/41) estuvieron
asociados a ofros parasitos, destacando los protozoarios Blastocystis hominis y
Endolimax nana.

Huiza ef al. realizaron un estudio titulado deteccién de coccidios en niiios
asintomaticos mediante esporulacién de muestras fecales en el Asentamiento
Humano “Las Casuarinas de Villa“ del distrito de Villa Maria del Triunfo en la
zona sur de Lima Metropolitana. Recolectaron 79 muestras fecales de nifos
asintomaticos de siete meses a siete afos de edad las cuales fueron procesadas
mediante el método directo y coloraciéon con la técnica de Kinyoun. Una parte de
la muestra se colocé en frascos con bicromato de potasio al 25 % para la

esporulacion. Después de diez dias, se prepard frotis para colorearios con



Kinyoun. El examen directo detectd una muestra con Cryptosporidium parvum
(1,3 %), en los frotis coloreados previa esporulacion se encontré 3 muestras con
Cryptosporidium parvum (3,8%) y una con /sospora belli (1,3 %) y en los frotis
coloreados postesporulacion se detecté 6 muestras con Cryptosporidium parvum
(76 %) y una con Isospora belli En conclusion la esporulacion permitio
aumentar la posibilidad de detectar casos con coccidios.

Rios et al.®

realizaron un trabajo titulado Cryptosporidium, Cyclospora y Giardia
lamblia en niflos menores de diez afios de edad de los caserios Zangaro cocha y
Puerto Almendras en Loreto, Peri. De mayo a diciembre del 2002 en un total de
230 niflos. Teniendo como finalidad determinar la prevalencia de
Cryptosporidium sp. Cyclospora sp. y Giardia lamblia. Para el diagnéstico
coproparasitoscopico utilizaron el método directo para Giardia lamblia y
concentracion por sedimentacion de Ritchie con coloracion alcohol acido
resistente de Kinyoun para coccidios. La prevalencia registrada en Zungaro
cocha fue: Cryptosporidium sp. 5,23 %, Cyclospora sp. 4,65 % y Giardia lamblia
26,74 % y en Puerto Almendra la prevalencia fue: Giardia lamblia 22,4 %,
Cryptosporidium sp. y Cyclospora sp., 0,0 %, respectivamente.

Garcia® estudio la Prevalencia de Cryptosporidium sp. en 63 nifios menores de
diez afios en la comunidad campesina de Totora, Distrito de Jesis Nazareno,
Ayacucho. Las muestras fecales las procesd con la técnica de sedimentacion
espontanea de Tello con coloracion Ziehl Neelsen modificado resultando 19
casos de Cryptosporidiosis, de los cuales 12 (30,8 %) casbs en nifios de uno a
seis afos, 7 (29,2 %) en nifios de siete a diez afos, de las cuales 8 (24,2 %)

casos en niftas y 11 (36,7 %) en nifios.

Alicca’ estudio la prevalencia de Blastocystis hominis y Cryptosporidium sp. en

226 niitos del nivel primario de la Institucion educativa Meliton Carbajal. Distrito



de Ayacucho. Las muestras fecales las procesd con la técnica de sedimentacion
espontanea de Tello y coloreadas con la tincion de Ziehl Neelsen modificada,
reportando 71,68 % de prevalencia de Blastocystis hominis, 12,39 % de

Cryptosporidium sp. y el 15,93 % con otros enteroparasitos.

2.2 Infecciones Diarreicas Agudas (IDAS)

La infeccion diarréica aguda se puede definir como un cambio sibito en el patrén
de evacuacion intestinal normal del individuo, caracterizado por aumento en la
frecuencia o disminucion en la consistencia de las deposiciones. Para ser
considerada como aguda, su aparicion debe tener menos de tres semanas. La
causa mas importante y frecuente de IDA es la infeccion entero-colica
ocasionadas por muy diversos organismos bacterianos, viricos y parasitos, la
mayoria de los cuales se transmiten por alimentos o agua con contaminacion
fecal, o bien de una persona a otra como resuftado de una higiene deficiente;
algunos manifiestan cuadros graves, ofros sintomas moderados y otros son
asintomaticos. Los nifios malnutridos o inmunodeprimidos son los que presentan
mayor riesgo de enfermedades diarreicas potencialmente mortales.™

Segun la OMS™ los factores que contribuyen son:

« Falta de servicios ( agua potable, drenaje, saneamiento inadecuado)

« Bajo nivel econdémico y educacion de la poblacién

o Educacion nula y malos habitos higiénico - dietéticos

« Desnutricién

« Deficiente control sanitario a los preparadores de alimentos

« Integridad de los mecanismos de resistencia

Manifestacion clinica

« Inicia como un cuadro agudo que se prolonga por> de 14 dias

« Pérdida de peso



e Aumento en el volumen de las evacuaciones

e Deshidratacion.

2.3 Phylum Apicomplexa

Los protozoarios comprendidos dentro de este Phylum relnen una serie de
caracteristicas comunes tanto morfolégicas como biolégicas que los distinguen

de otros grupos.

Reino: Protista :
Filo. Apicomplexa 1
Clase: Sporozoa !‘

Orden: Eucoccidida }

Suborden: Eimeriina i

Familia, i
| S w - f
, ‘
|
| Sarcocystidae Eimeridae Cryptosporidae |
' Toxoplasma Eimeria Cryptosporidium !
Cyclospora
| Isospora

Figura 1. Taxonomia de coccidios

Fuente: Ortega et al*'

Cardenas® sefiala las siguientes caracteristicas:

o Existencia de una organela exclusiva, el complejo apical siempre presente en
todos los zoitos destinados a penetrar al interior de algunas células para
proseguir en elle su evolucion intracitoplasmatica.

e Un parasitismo intracelular, por lo menos durante sus fases o estadios de

muttiplicacién sexual.



¢ Un ciclo biologico meta ciclico, durante el cual se suceden tres fases: una de
multiplicacién asexual o agamogonica, una de formacion de gametos o
gamogonica que termina con la formacién de un cigoto; y una tercera ia
esporogonica, durante fa cual, y a partir de divisiones del cigoto, se forman los
€sporozoitos.

¢ Un ciclo bioldgico meta ciclico, durante el cual se suceden tres fasés: una de
multiplicacion asexual o agamogoénica, una de formacién de gametos o
gamogoénica que termina con fa formacion de un cigoto; y una tercera la
esporogénica, durante la cual, y a partir de divisiones del cigoto, se forman los
esporozoitos.

2.3.1 Cryptosporidium parvun

Con distribucion universal que pueden producir infeccion en animales vy

humanos. Se produce por ingesta de ooquistes procedentes de alimentos y

aguas contaminadas (piscinas comunitarias, parques acuéticos, aguas de lagos

y pantanos) o por via feco-oral. Tras la ingesta de ooquistes en alimentos o

aguas contaminados, se liberan esporozoitos con capacidad de unirse a los

bordes en cepillo de las células epiteliales intestinales, en donde pueden

reproducirse asexual 0 sexualmente (esta ditima mediante formacion de micro y

macrogametos, su unién y fa formacion de nuevos ooquistes) para ser

eliminados posteriormente junto a la materia fecal y perpetuar la posibilidad de

infeccion. %2

Morfologia

La forma diagnéstica en materia fecal de Cryptosporidium parvum corresponde a

la forma de ooquiste, que aparece como una estructura esférica o ligeramente

ovoidal que mide de 4 a 6 micras de diametro. Cuando se observa en el

microscopio de contraste de fases se percibe una doble pared y una estructura



interna formada por cuatro esporozoitos vermiformes y cuerpos residuales que
no son claramente visibles. Pueden observarse varios tipos de ooquistes:
ooquistes no esporulados y ooquistes esporulados, en los cuales en muchos
casos es posible observar los esporozoitos como lineas transversales claras y el
cuerpo residual como una mancha oscura excéntrica cuando estan tefiidos con
Ziehl Neelsen modificado.?

Diagnéstico

Mediante visualizacion de ooquistes en materia fecal. También se utiliza

frecuentemente técnicas de ELISA en muestra fecal con alta sensibilidad y

especificidad.

Figura 2. Ooquistes de Cryplosporidium parvum en heces humanas.

Fuente: Fayer

Ciclo biolégico

Se inicia con la ingestibn de estos ooquistes y con la liberacidon de los
esporozoitos una vez llegados aquellos al intestino. Una vez libres, los
esporozoitos penefran en las células enteroepiteliales, pasando a su citoplasma
superficial englobados por la membrana plasmatica de la misma, que les rodea y
aisla del citoplasma formando la vacuola parasitéfora. Inician alli un primer ciclo

merogbnico que da origen a ocho merozoitos que por rotura de la célula
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hospedadora, quedan libres en Ia luz del intestino y que penetrando en nuevas
células enteroepiteliales, inician un segundo ciclo merogoénico que se diferencia
del anterior por dar origen cada meronte a tan solo cuatro merozoitos.

A partir de las formas resultantes del mismo, y tras invadir estas a nuevas
células, tiene ya lugar el ciclo gamogoénico. Los microgamontes (esporozoito
macho) dan origen a 14 - 16 microgametos flagelados que quedan libres y pasan
a fecundar a los macrogametos (esporozoito hembra) alojados todavia en otros
enterocitos. Una vez realizada la fecundacion, se forma la cubierta ooquistica
alrededor de los zigotos, dando lugar a dos tipos de ooquistes, ambos
conteniendo cuafro esporozoitos al madurar. Unos de estos ooquistes, dotados
de gruesa pared, arrastrados por el contenido intestinal y evacuados al exterior
con la defecacion, tendréan a su cargo la infeccién de nuevos hospedadores por
via oral, a través de un cicio de infestacion exégeno. Los ooquistes del segundo
tipo, no presentes en las defecaciones, se distinguen de los anteriores por su
fina pared y por dejar en libertad a los esporozoitos en la luz intestinal. Estos
esporozoitos, al penetrar en ofras células enteroepiteliales, dan lugar a un ciclo
de autoinfestacion endégeno, porque a partir de ellos se originan nuevos ciclos
merogonico, gamogonicos y esporogonicos que a través de su sucesion
indefinida son responsables de una prolongada persistencia del parasitismo, si
bien este proceso solo se prolonga en sujetos afectos por un estado de
inmunodepresion, en tanto que es autolimitado en aquellos cuyo estado
inmunitario es normal, 0 sea en sujetos inmunocompetentes.®

2.3.2 Cyclospora cayetanensis

Coccidio recientemente identificado, con localizacién intracelular dentro de
vacuolas de células epiteliales del intestino, responsable de infecciones entéricas
humanas con sintomas similares a las que produce la cryptosporidiosis, aunque

mas prolongada y acompanada de anorexia y fatiga. Cyclospora sp. se ha
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notificado en Norteamérica, Islas Caribefias, Europa Oriental, India, Africa Sur y
Asia Oriental con promedios que varian desde 0,5 al 18 %; describiéndose
endemicidad en algunos paises subdesarrollados como Nepal, Haiti y Peri.®
Morfologia

Al examinar las heces en fresco gue contienen ooquistes de Cyclospora
cayetanensis, estos se ven como esferas hialinas. Cuando esporulan, en su
interior se encuentran dos esporoquistes, cada uno con dos esporozoitos. Como
los ooquistes de Cryptosporidium e Isospora, son acido-alcohol! resistente. Los
ooquistes se eliminan en las heces y tienen un tamano entre 8 a 10 micras de
digmetro.’

Diagnéstico

El diagnostico de certeza se realiza con la observacién de los ooquistes de
Cyclospora cayetanensis en las heces de los pacientes, o por la visualizacion del
parasito en material de biopsia. Es preciso recoger varias muestras de heces,
que se deben estudiar en fresco y con tincibn &cido-alcohol modificado

(Kinyoun). Se observan estructuras esféricas de 8 a 10 micras de diametro.®
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Figura 3. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis en heces humanas.

Fuente: Colomina y Villar %
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Ciclo biol6gico

Este organismo realiza un ciclo enteroepitelial y monoxénico funcionalmente

complejo como el de los restantes Apicomplexa, con altemancia de ciclos de

reproduccion asexual, esquizogénico o merogénico, y de reproduccion sexual,

esporogonico o gamogonico."”

Ciclo de reproduccién asexual

Se inicia tras la ingestidn de los ooquistes maduros, y se reproducen los

siguientes eventos: "’

a) Exquistacion de los ooquistes en el duodeno y liberacion de los cuatro
esporozoitos, por ooquiste.

b) Fijacion de los esporozoitos en la membrana de los enterocitos del intestino
delgado e internalizacion por medio de la vacuola parasitéfora.

¢) Division esquizogonica de los esporozoitos en el interior de las vacuolas
parasitoforas localizadas en el polo luminar y formacién de merontes de tipo |,
con ocho a doce merozoitos.

d) Liberacion de los merozoitos, infeccion de nuevos enterocitos e inicio de
nuevos ciclos esquizogonicos.

e) En un momento dado, la esquizogonia genera merontes de tipo ll, con cuatro
merozoitos gamontes.

Ciclo de reproduccién sexual

Se inicia con la liberacion de los merozoitos gamontes, y se caracteriza por: 7

a) Penetracion de los merozoitos gamontes en los enterocitos, y su
diferenciacion en gametos macho, o microgametos, y gametos hembra, o
macrogametos.

b) Maduracion de los gametos en macro y microgametocitos, y posterior

fecundacion.
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¢) Transformacion de los macrogametocitos fecundados en ooquistes y su
liberacion a la luz intestinal. Los ooquistes liberados son inmaduros contienen
un esporoblasto, y la esporulacidon 0 maduracion se realiza en el exterior del
tubo digestivo.

Estas evidencias, unidas a la auéencia de invasion tisular, han sugerido la

posibilidad de que este proceso estuviese mediado por una enterotoxina.

2.3.3 Isospora belli

Coccidio que ha tomado importancia en los ditimos afios, por ser frecuente y por

presentar sintomatologia grave en inmunodeficientes. Hay muchas especies de

Isospora que infectan a los animales, pero la tinica especie que infecta al

hombre es Isospora belli, y el hombre es el Gnico hospedador conocido de esta

especie.?

Morfologia

Los ooquistes de Isospora belli son eliminados junto a las materias fecales.

Poseen estructuras de color blanco transparente, con membrana delgada y de

forma oval, miden 28 ym de largo y 13 pm de ancho. El ooquiste encierra dos

esporoquistes subesféricos cada uno con cuatro esporozoitos fusiformes.”

Diagnéstico

Los ooquistes de /sospora belli son facimente distinguidos de otros coccidios

como Cryptosporidium y Cyclospora, por su gran tamafio y su forma eliptica. Por

o que se recomiendan tinciones como la de Ziehl-Neelsen modificada, lo cual

facilita la observacion microscépica.*
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Figura 4. Ooquiste de /sospora belli en heces humanas.

Fuente: Levine %

Ciclo biolégico

La transmision se hace por via oral al ingerir ooquistes maduros. En la region
duodeno-yeyunal se produce desenquistacion y se liberan los esporozoitos que
invaden las células epiteliales (enterocitos), donde se reproducen asexuaimente
para formar merontes (esquizontes), estos al reventar dan lugar a muchos
merozoitos, que infectan nuevas células. Algunos merozoitos estan
determinados para iniciar la reproduccion sexual, para lo cual se convierten en
gametocitos macho y hembra que a su vez pasan a micro y macrogametos, con
capacidad de fertilizacion. La unién de estas células origina un zigote que toma
el nombre de ooquiste y constituye el estadio diagnostico al examen coprolégico.
Este ooquiste madura en el medio ambiente para formar en su interior dos
esporoquistes. Este estado es la forma infectante.”

2.4 Manifestaciones clinicas

fa infeccibn se presenta en dos formas segun el estado inmunulbgico del
hospedero:*

a) En los inmunocompetentes, el periodo de incubacién varia entre tres y doce

dias. La sintomatologia puede fluctuar entre la sensacion de indigestion y un
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cuadro de enteritis con diarrea de tipo agudo o crénico. Algunas personas
pueden tener la infeccion totalmente asintomatica. En otras aparece la diarrea
pero la infeccion se autolimita. Algunos autores la asocian con el sindrome
conocido como diarrea del viajero.

La diarrea generaimente es acuosa, sin moco ni sangre, la mayoria de las veces
sin leucocitos, se presenta con cinco a diez episodios diarreicos al dia. En nifios
con diarrea intensa o cronica, se puede asociar a deshidratacion. Los pacientes
se quejan de dolores abdominales, ocasionaimente fiebre y pérdida de peso.
Generalmente la enfermedad se autolimita a diez a catorce dias. En una cuarta
parte de los pacientes puede liegar a mas de un mes. La mayoria de los casos
no requiere de tratamiento. Los parasitos desaparecen entre cuatro y seis
semanas.

b) En los pacientes con deficiencias inmunes, los sintomas son mas intensos y
de larga duracion. La diarrea es cronica y ocurre una enfermedad debilitante con
malestar, anorexia y fiebre. Hay pérdida de liquidos y electrolitos. También
puede haber sindrome de malabsorcion que compromete seriamente el estado
general. En los pacientes con SIDA, ademas de la localizacion intestinal, se ha
encontrado diseminacion con complicacion puimonar. Causa una neumonia
intersticial con eliminacion de parasitos que pueden salir con el esputo. La
enfermedad es mas frecuente en los pacientes con SIDA, pero también ocurren
otras  inmunodeficiencias como fa  hipogammaglobulemia, terapia
inmunosupreéora, desnutricion, leucemia,’ infoma y ofros defectos de Ila
inmunidad.”

2.5 Epidemiologia

La coccidiosis intestinal es endémica en. Bangladesh, Brasil, Chile, Cuba,
Republica Dominicana, Egipto, Guatemala, Haiti, India, Indonesia, México,

Nepal, Nigeria, Pert, Tanzania, Tailandia y Venezuela. Los factores de riesgo
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identificados en €l estudio de comunidades en Latinoamérica son ia deficiencia
de servicios sanitarios, fecalismo al aire libre, contaminacioén de agua de riego y
de consumo humano, la edad, siendo la infeccion mas frecuente en nifios en
edad escolar, con mayor exposicion al medio ambiente. Un estudio reciente
ofrece evidencia de que el contacto con tierra contaminada puede ser un factor
importante. Los focos epidémicos en paises desarroliados se asocian con mayor
frecuencia a la ingesta de productos alimenticios perecederos importados, tales
como frambuesas, zarzamoras, albahaca, chicharos, iechugas de Latinoamérica;
sin embargo, también hay reportes de brotes ocasionados por productos locales
en dichos paises. Tanto los brotes epidémicos como lo endémico se han
relacionado de manera importante con ia contaminacion de diferentes fuentes de
agua. Las manifestaciones clinicas suelen ser mucho mas severas en sujetos
inmunocomprometidos (VIH+, entre otros)>

2.6 Transmisién

La ingestion de ooquistes esporuiados viables es fa Unica manera natural de
transmision. Las fuentes mas probables de infeccion son el saneamiento
deficiente, alimentos y agua contaminados fecalmente. Las aves silvestres, ios
roedores, el hombre, etc. suelen ser portadores que difunden la enfermedad ya
que los coccidios se encuentran ampliamente diseminados en la naturaieza. El
periodo de incubacion varia de seis a doce dias, de acuerdo a la especie que se

trate>
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Tabla 1. Diferencia estructural y morfoldgica de los coccidios intestinales

Especie T:g;a‘:;:t:e Forma Diagnéstico
Cuando se observa con A.Demostracion parasitolégico
microscopia de contraste de ¢ Visualizacion de esporozoitos
Cryptosporidium  4ab6pmde fases se ve de estructura en secreciones y biopsia
parvum didmetro  esférica o figeramente ovoidal intestinal.
que posee una doble pared y o Demostracion de coquistes en
una estructura interna formada heces
por 4 esporozoitos vermiformes. 1. Método de concentracion
Se observa como esferas 2. Coloraciones { ZNm,
Cyclospora 8210 ym  hialinas. Cuando esporulan en Safranina,
cayetanensis de diametro su interior Se encuentran 2 quimioluminicentes)
esporoquistes cada uno con 2
esporozoitos. B. Deteccion de antigenos en
heces
Kit comerciales (IFl, IFD, ELISA)
De aspecto ovoide alargado 0 ¢ piagnsstico inmunolégico
. algo piriforme por la atenuacion IFI AC Monoclonales y
Isospora befli 28 a'33pm de wo o ambgs polos. El policionales, ELISA, Inmunobiot
de diametro  ooquiste encierra dos

esporoquistes sub esféricos y
dentro de cada una de estas se
encierran 4 esporozoltos.

(Wester blot).

D. Electroforesis
E. Biologia Molecular: PCR

Fuente: Zinsser ®

2.7 Validez de una prueba diagnéstica: sensibilidad y especificidad

El caso mas sencillo que se nos puede plantear es el de una prueba dicotomica,

que clasifica a cada paciente como sano o enfermo en funcién de que el

resultado de la prueba sea positvo o negativo. En casos como éste,

generalmente un resultado positivo se asocia con la presencia de enfermedad y

un resultado negativo con la ausencia de la misma. Cuando se estudia una

muestra de pacientes, l0s datos obtenidos permiten clasificar a los sujetos en

cuatro grupos segun una tabla 2x2 como la que se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Representacion de una tabla de contingencia de 2x2

Resultado de la prueba Verdadero diagnéstico
Enfermo Sano
Positivo Verdaderos Positivos Falsos Positivos
(VP) (FP)
Negativo Falsos Negativos Verdaderos Negativos
(FN) (VN)

Fuente: Cuevas **

En elia, se enfrenta el resultado de la prueba diagnoéstica (en filas) con el estado
real de los pacientes (en columnas) o, en su defecto, el resultado de la prueba
de referencia o “Gold standar’ que vayamos a utilizar. El resultado de ia prueba
puede ser correcto (verdadero positivo y verdadero negativo) o incorrecto (falso
positivo y falso negativo). El analisis de su validez puede obtenerse calculando
los valores de sensibilidad y especificidad.>

2.8 Técnicas de diagnostico de enteroparasitosis

El diagnoéstico etiologico se realiza, principalmente, con técnicas parasitologicas
mediante la identificacion de huevos, quistes, ooquistes o larvas de parasitos en
muestras fecales; por lo tanto, es importante que el personal de laboratorio
clinico maneje de forma habitual varios métodos coproparasitolégicos
alternativos que apoyen el diagnostico.*

Las técnicas de diagndstico parasitologico pueden dividirse en cualitativas y
cuantitativas. Cualitativas tienen por objeto diagnosticar parasitosis causadas por
protozoarios o helmintos. Cuantitativas aquellas que tienen por objeto determinar

el nimero de huevos por gramo de heces.®
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ill. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del lugar de estudio

El Hospital Regional de Ayacucho se encuentra ubicado en el distrito de
Ayacucho, provincia Huamanga, departamento de Ayacucho en un amplio valle
de la Sierra Sur Central Andina del Peri a 2 761 m.s.n.m.

El Laboratorio de Patologia Clinica cuenta con varios servicios al paciente uno
de ellos es el de Parasitologia, que se encarga de realizar examenes
parasitologicos.

3.2 Disefio metodolégico para Ia recoleccién de datos

3.2.1 Etapa pre-analitica

3.2.1.1 Obtencién de las muestras

Se aplicaron fichas de encuesta para registrar datos de pacientes con
infecciones diarreicas agudas. Luego se prosiguieron a seleccionar las 100
muestras de heces diarreicas el tiempo necesario. El nimero de muestras no es
relevante, pues lo que interesa es la obtencién de ooquistes de coccidios.™
3.2.1.2 Criterios de inclusion y exclusion

Inclusién

e Muestras de heces acuosas congruentes con infecciones diarréicas agudas.

« Muestras de nifios y adultos de ambos sexos entre 3 a 68 afios de edad.

20



Exclusién

¢ Heces duras formadas

¢« Heces contaminadas con tierra, sangre menstrual, papel higiénico u otros.

e Heces conservadas por mas de 24 horas a temperatura ambiente.

¢ Pacientes medicados con antiparasitarios, antibibticos, laxantes, etc.

3.2.2 Etapa analitica

3.2.2.1 Examen parasitologico de las heces

Determina si una muestra de materia fecal contiene parasitos, huevos, quistes,
esporozoitos, etc. que estén asociados con infecciones intestinales.® Para el
diagnéstico de estas parasitosis se aplicaron tres técnicas de concentracion
(Willis, Tello y Baerman) luego se realizaron frotices en laminas portaobjetos

para su respectiva coloracion con la técnica de Ziehi Neelsen modificada.

3.2.2.2 Técnicas de concentracion

Técnica de Willis (Sol. Saturada de NaCl al 38%)

Fundamento

Este método consiste en diluir la materia fecal con solucion saturada de cloruro

de sodio (NaCl) la cual se caracteriza por hacer flotar objetos menos densos

como los huevos, quistes y ooquistes de los parasitos. Los elementos

parasitarios son recuperados de la capa superficial y los residuos se mantienen

en el fondo del tubo. La solucién se obtiene mezclando 38 g de NaCl en 100 mi

de agua caliente o calentar la mezcla a fin de homogenizaria.'

Procedimiento:

« Se homogeniz6 y diluyé con la ayuda de una baqueta 1 0 2 g de heces en un
tubo de ensayo que contenia 4 mi de solucion saturada de cloruro de sodio.

o Se fitré el homogeneizado a través de la gasa, llenando el tubo hasta la

cuarta parte de su contenido.
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o Se adiciond la misma solucién hasta formar un menisco sobre el borde del
tubo.

e Se coloco un cubreobjetos sobre el tubo, de manera que el liquido haga
contacto con el cubreobjetos.

« Se dejo en reposo durante 15 a 20 minutos para que los huevos y quistes de
parasitos floten y se adhieran por viscosidad a la laminilla.

o Se depositdé una gota de lugol en una lamina portaobjetos y sobre ella se
coloco el cubreobjetos.

« Se observé al microscopio con el objetivo de 40X.¥

Técnica de sedimentacion espontanea de Tello

Fundamento

Tello® adapté esta técnica que detecta con alta sensibilidad diversos

enteroparasitos desde amebas hasta huevos y larvas. Los parasitos se

concentran por accién de la gravedad, suspendiendo las heces en agua

corriente, agua destilada o solucion salina y dejando que sedimenten

naturaimente. Estos métodos son principalmente utiles para la concentracion de

quistes, ooquistes y huevos.

Procedimiento:

o Se homogeneizé 1 — 2 g de heces con solucién salina fisiolégica en un tubo
de ensayo limpio.

e Se coloco una gasa, hundiéndola en la abertura del tubo y sujetandola con
una liga alrededor de ella.

+ Se filtr6 el homogeneizado a través de la gasa, Hlenando el tubo hasta la
cuarta parte de su contenido.

o Se agrego solucion salina fisiolégica hasta 1 cm por debajo del borde del

tubo. Luego se dej6 en reposo de 30 a 45 minutos.
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« Se aspird la parte media y fondo de sedimento con una pipeta Pasteur y
depositdé uno a dos gotas en una lamina portaobjeto.

o Se agregd uno a dos gotas de solucion lugol a una de las preparaciones
cubriendo ambas preparaciones con las laminillas del portaobjeto.

» Se observo al microscopio con el objetivo de 40X ¥

Técnica de Baerman modificada en copa por Lumbreras

Fundamento

Se basa en la gravidez que presentan todas las formas parasitarias para

sedimentar espontaneamente en un medio menos denso y adecuado como la

solucion salina fisiologica. En este método es posible la deteccion de quistes,

ooquistes, trofozoitos de protozoarios, huevos y larvas de heimintos?

Procedimiento:

o Se coloco 5— 10 g de heces en un vaso de precipitado y homogeneiz6 con 10
mi de solucién salina fisiologica.

o Se colocd la coladera con la gasa doblada (dos a tres capas) dentro de fa
copa.

s Se fitré el homogeneizado a través de la gasa, llenando la copa hasta la
cuarta parte de su contenido. |

* Se vertio solucién salina fisioldgica a 37 °C en cantidad suficiente por el borde
de la copa.

« Se dej6 a temperatura ambiente de 30 a 50 minutos.

e Se aspiro la parte media y fondo de sedimento con una pipeta Pasteur y
depositd uno a dos gotas en una lamina portaobjeto.

o Se agregdé uno a dos gotas de solucion lugol a una de las preparaciones
cubriendo ambas preparaciones con las laminillas del portaobjeto.

 Se observé al microscopio con el objetivo de 40X.¥
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3.2.2.3 Técnica de diagndstico de coccidios intestinales

Técnica de coloracién de Ziehi Neelsen modificada

Fundamento

Para el diagnéstico de coccidiosis se realiza la coloraciéon de Kinyoun a las

diferentes muestras ya fijadas. En la observacién microscépica de la muestra

tefiida los ooquistes se ven de color rojo vivo destacando sobre el fondo azul. £l

diagnéstico de la especie se hace en base al tamafo del ooquiste (en

humanos).*’

Procedimiento:

o Se realiz6 un frotis del sedimento concentrado de heces en laminas
portaobjetos.

» Se dejoé secar a temperatura ambiente.

¢ Se fij6 con metanol durante 5 minutos.

» Se agregd NaOH 1 N durante un minuto, se elimin6 el exceso y lavé con agua
corriente.

» Se cubri6 la lamina con carbol fucsina durante 5 minutos

» Se lavé suavemente la lamina portaobjeto con agua corriente.

» Se decoloré con alcohol acido por 1 minuto.

» Se lavd suavemente el portaobjeto con agua corriente.

» Se colored con colorante de contraste azul de metileno por cinco minutos.

e Se lavé la lamina suavemente con agua corriente y se dejé6 secar a
temperatura ambiente.

« Se realizd las observaciones a microscopio, utilizando el objetivo de
inmersion 100X

« Los ooquistes de Cryptosporidium y Cyclospora se observan de color rojo, por

ser acido alcohol resistente.
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o La diferencia entre ooquistes de Cryptosporidium y Cyclospora se hizo por
medicion de los mismos*’

3.2.3 Etapa post-analitica

Determinacion de sensibilidad y especificidad

Se considerd como Gold standar Ia técnica de Baerman modificado en copa por

Lumbreras siguiendo los criterios descriptos por Cérdova et al.®

Sensibilidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la

probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un

resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para

detectar la enfermedad,*

VP
1 — o
Sensibilidad -—--—-——VP TN x 100 %

VP: verdadero positivo

FN: falso negativo

Especificidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En
otras palabras, se puede definir la especificidad como la capacidad para detectar

a los sanos.*

VN
ificidad= =emme X 100 9
Especificidad VNI TP X Y%

VP: verdadero positivo

FP: falso positivo
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Valor predictivo positivo

Es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo
en el test. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a partir de la
proporcion de pacientes con un resultado positivo en la prueba que finalmente

resultaron estar enfermos.®

VPP = —0 _ y100 %
VP +FP o

VP: verdadero positivo

FP: falso positivo

Valor predictivo negativo
Es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba esté
reaimente sano. Se estima dividiendo el nimero de verdaderos negativos entre

el total de pacientes con un resultado negativo en la prueba 3

VPN = — N __ 1100 %
“FN+VN " o

VPN: valor predictivo negativo
VN: verdadero negativo

FN: falso negativo

3.3 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empleé la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal Wallis. Se empleé el programa SPSS, version 18. Para cada método se
determiné la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y

valor predictivo negativo (VPN).
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IV. RESULTADOS
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Figura 5. Porcentaje de casos positivos de coccidios intestinales segun técnicas

coproparasitolgicas. Ayacucho, 2012.
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Tabla 3. Comparacion de técnicas de flotacion de Willis y de Baerman segtin

nimero de pacientes positivos con coccidiosis intestinales. Ayacucho, 2012.

Técnica de Baerman

Técnica de flotacion de

Willis Positivo Negativo Total
N° % N° % N° %
Positivo 03 25 02 2 05 05
Negativo 09 75 86 98 95 95
Total 12 100 88 100 100 100

Sensibilidad: 25 %
Especificidad: 98 %
VPP: 60%

VPN: 91 %

28



Tabla 4. Comparacion de técnicas de sedimentacion espontanea de Tello y de
Baerman segln numero de pacientes positivos con coccidiosis intestinales.

Ayacucho, 2012,

Técnica de Baerman

Técnica de sedimentacion

espontanea de Tello Positivo Negativo Total
N° % N° % N° %
Positivo 04 33 03 3 07 7
Negativo 08 67 85 97 93 93
Total 12 100 88 100 100 100

Sensibilidad: 33%
Especificidad: 97 %
VPP: 57%

VPN: 91 %
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V. DISCUSION

En la Figura 2 se muestra los resuitados del analisis parasitologico utilizando las
tres técnicas coproparasitologicas, de las cuales 5 % resultaron positivas con la
técnica de Willis, 7 % positivas con la técnica de Tello y 12 % positivas con la
técnica de Baerman de un total de 100 pacientes. Segin el analisis estadistico
Kruskal Wallis el nivel de significancia entre la técnica de Baerman y la técnica
de Tello son homogéneas, el p-valor de estas dos técnicas es 0,177294 no hay
diferencia significativa. La técnica de Baerman y la técnica de Willis no son
homogéneas, el p-valor de estas dos técnicas es 0,016704 hay diferencia
significativa. La técnica de Tello y la técnica de Willis son homogéneas, el p-valor
de estas dos técnicas es 1 000000 no hay diferencia significativa entre estas dos
técnicas. Pajuelo et al.*® en su trabajo de investigacion titulado Aplicacion de la
técnica de sedimentacion espontanea en tubo en el diagndstico de parasitos
intestinales, demostraron que la técnica de sedimentacion espontanea de Tello
tiene un mayor rendimiento detectando 4 % de muestras positivas de coccidios,
el examen directo detectd 2 % y la técnica de flotacion con sulfato de zinc 2 % de
un total de 108 muestras. De acuerdo a los resultados expuestos, se puede
afirmar que la técnica de Baerman tiene mayor sensibilidad y especificidad

diagnostica en comparacion con las otras técnicas de sedimentacion, debido a
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que la técnica utiliza mayor cantidad de muestra dando mayor probabilidad de

diagnosticar pacientes con coccidiosis intestinales.

En la Tabla 3 se muestra la proporcion de individuos clasificados como positivos
y negativos considerando a la técnica de Baerman modificado en copa por
Lumbreras como el Gold standar y la técnica de flotacién por Wiliis la prueba en
estudio. De las cuales el 25 % fueron positivas por ambas técnicas, 75 %
positivas para la técnica de Baerman y negativas para la técnica de Willis, 2 %
negativas para la técnica de Baerman y positivas para la técnica de Willis y 98%
fueron negativas por ambas técnicas. La técnica de Willis, mostré una
sensibilidad de 25 %, y una especificidad de 98 % de un total de 100 pacientes.
Segun Cérdova et al. en el trabajo titulado Comparaciéon de tres técnicas de
concentracibn de heces para recuperar ooquistes de Cryptosporidium
examinadas por las técnicas parasitoldgicas de Telemann modificado, Tris
Tween 80 y agua éter, mostraron una sensibilidad y especificidad del 100 %. De
acuerdo a los resuitados obtenidos las técnicas de concentracion por flotacion
alcanzaron un bajo rendimiento con respecto a las técnicas de concentracién por

sedimentacion.

En la Tabla 4 se muestra la proporcion de individuos clasificados como positivos
y negativos considerando la técnica de Baerman modificado en copa por
Lumbreras como el Gold standar y la técnica de sedimentacién espontanea de
Tello como la prueba en estudio. De las cuales, el 33 % fueron positivas por
ambas técnicas, 67 % resultaron positivas para la técnica de Baerman y
negativas para la técnica de Tello, 3 % negativas para la técnica de Baerman y
positivas para la técnica de Tello y el 97 % fueron negativas por ambas técnicas
de un total de 100 pacientes. En el estudio de Chavez * titulado Diagnostico de

protozoarios intestinales frecuentes en nifios. La Plata, Argentina reportd un 50%
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de rendimiento con la técnica de Tello, 23 % con el método directo y 25 % con la
técnica de flotacion. De acuerdo a estos dos estudios, la técnica de Baerman es

mucho mas efectiva en el diagndstico de coccidiosis intestinales.
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VL.CONCLUSIONES

La técnica de concentraciéon por sedimentacion de Baerman modificado en
copa por Lumbreras fue mas determinante en el diagnéstico de coccidiosis
intestinales.

La técnica de concentracion por flotacion de Willis mostré una sensibilidad
del 25 %, una especificidad del 98 %, valor predictivo positivo de 60 %, y
valor predictivo negativo de 91 %, tomando como Gold standar la técnica de
Baerman modificado en copa por Lumbreras.

La técnica de sedimentacion espontanea de Tello mostré una sensibilidad del
33 %, una especificidad del 97 %, valor predictivo positivo de 91 % y valor
predictivo negativo de 91 %, tomando como Gold standar la técnica de

Baerman modificado en copa por Lumbreras.
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Vil. RECOMENDACIONES

Trabajar con heces diarréicas de pacientes infectados con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV/SIDA).

Aplicar el método de esporulacion de ooquistes con Bicromato de Potasio
{K2Cr307) al 2,5 % en muestras fecales negativas.

Realizar estudios en nifios asintomaticos mediante esporulacion de ooquistes

de coccidios en muestras fecales.
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Anexo 1

Tabla 5. Comparacién de tres técnicas de concentracion de heces segun Kruskal

Wallis.

Técnicas Diferencia p-valor sig Limite inferior  Limite superior
Baerman - Tello 8.12500 0177294 -2.308684 18.65868
Baerman - Willis 12.21875 0.016704* 1.785066 2265243

Tello-Willis 409375 1000000 -6.339934 1452743

*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo2

Tabla 6. Concentracion de ooquistes de coccidios intestinales segun técnicas

Técnica de flotacion Técnica de Técnica de
deWillis sedimentacion Baerman
N° Lamina espontanea de Tello modificado en copa
por Lumbreras

12 - + +
17 + ++ ++
20 + - -

28 - - +
34 - + ++
44 - + -

45 - - +
52 + ++ ++
64 + - +
71 + + -

72 - - +

76 - - +
8 - - +
88 - - +
92 - - +

95 - + -

+ (<1 ooquiste), ++ (21, <6 ooquistes); +++ (26, <10 ooquistes), ++++ (210
ooquistes).



Anexo 3
Tabla 7. Frecuencia de infeccién por coccidios intestinales segin edades.

Ayacucho, 2012,

Técnica de Técnica de Baerman

Grupo sedimentacion modificada en copa por

Técnica de flotacion espontanea de Tello Lumbreras
etéreo deWillis
Edad N Positivos N Positivos N Positivos
% % %
3-1 3/44 7 3/144 7 6/44 14
12-20 122 5 0/22 0 2122 9
21-29 0/10 0 2/10 20 0/10 0
30-38 1712 8 2112 17 1712 8
39-68 012 0 0/12 0 3/12 25
Total 5/100 20 7/100 43 12/100 56
Leyenda:

n= pacientes positivos

N= pacientes totales por grupo
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Anexo4

Tabla 8. Frecuencia de infeccidn por coccidios intestinales segin sexo.

Ayacucho, 2012.

Técnica de Técnica de Baerman
Sexo Técnica de flotacion sedimentacion modificada en copa por
deWillis espontanea de Tello Lumbreras
Masculino 3/61 4.92% 4161 6.56% 761 11.48%
Femenino 2/39 5.13% 3139 7.69% 5/39 12.82%
Total 5/100 74100 12/100
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Anexo 5

Tabla 9. Frecuencia de coccidiosis intestinales segun especies. Ayacucho, 2012.

Técnica Técnica de
de Técnica de Baerman
Especies de flotacion sedimentacion modificado en
- de espontanea de copa por
Coccidios Willis Tello Lumbreras %
% %
n=100 n=100 n=100
Isospora sp. 0 0 0 0 0 0
Cryptosporidium sp. 05 5 06 6 10 10
Cyclospora sp. 0 0 01 1 02 2
* Laminas negativas 95 95 93 93 88 88
Total 100 100 100 100 100 100

*L.aminas sin ooquistes de coccidios
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Anexo6
Tabla 10. Ficha de encuesta

Validez de tres técnicas de concentracion en el diagnéstico de coccidiosis
intestinales en pacientes con infeccion diarréica aguda. Laboratorio de Patologia
Clinica del Hospital Regional de Ayacucho, 2012.

Registro de datos personales

Détos personales

1. Nombres y apellidos: ... ..ot e
2. Bdad: .
I (o PO USRS TO PSP PRRPRPR

3.1- Femenino () 3.2- Masculino ().......cooveeiviinminiieiieii e, v



Anexo7
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Anexo8
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Anexo9
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Anexo 12
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Anexo 13
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Validez de tres técnicas de concentracion en el
diagnéstico de coccidiosis intestinales en pacientes
con infeccion diarréica aguda. Laboratorio de
Patologia Clinica del Hospital Regional de
Ayacucho, 2012.

Cadis Mery Chuchon Mendieta®. Victor Luis Cardenas Lopez!

'Biologia: UNSCH

RESUMEN

Los coccidios intestinales son uno de los causantes de las infecciones diarreicas agudas. Para el
diagnostico de estas parasitosis el personal de laboratorio no tiene en conocimiento la técnica de
mayor sensibilidad y especificidad para concentrar ooquistes, por lo cual el presente estudio tuvo
como objetivo determinar que técnica de concentracion (Willis, Tello y Baerman) es mas efectiva
para la concentracion de ooquistes en muestras de heces diarreicas. El presente estudio se llevo a
cabo en el Hospital Regional de Ayacucho en el Area de Parasitologia del Laboratorio de
Patologia Clinica. El tipo de investigacion fue descriptiva. Se recolectaron 100 muestras fecales
de pacientes con infecciones diarréicas aguda las cuales fueron procesadas por las técnicas de
Willis', sedimentacion espontanea de Tello® y Baerman modificada en copa por Lumbreras® La
identificacion de ooquistes se realizo mediante coloracion de Ziehl Neelsen modificada. El numero
de ooquistes concentrados por cada técnica fue cuantificado en 20 campos a 100X. Segin los
resultados la técnica de Baerman modificada en copa por Lumbreras mostrd un mayor rendimiento
12% en comparacion con la técnica de sedimentacion espontanea de Tello 7% vy la técnica de
flotacion de Willis 5%. La técnica de Baerman modificada en copa por Lumbreras confirmoé ser un
método de concentracion de alto rendimiento, y se convierte en una alternativa aplicable sencilla,
de bajo costo y eficiente en la deteccion de ooquistes de estos protozoarios.

Palabras clave: Coccidios, infecciones diarréicas agudas, técnicas de concentracion,

SUMMARY

Intestinal Coccidia are one of the causes of acute diarrheal infections . For the diagnosis of these
parasitic laboratory staff does not know the technique with greater sensitivity and specificity to
concentrate oocysts , so the present study aimed to determine which concentration technique
(Willis |, Tello and Baerman) is more effective the concentration of cocysts in diarrheal stool
samples . The present study was carried out in the Ayacucho Regional Hospital in the Area of
Parasitology Clinical Pathology Laboratory . The research was descriptive . 100 fecal samples
were collected from patients with acute diarrheal infections which were processed by techniques
Willis', spontaneous sedimentation Tello® and modified Baerman Lumbreras drink’. Qocyst
identification was performed using modified Ziehl Neelsen. The number of oocysts concentrated
by each technique was quantified in 20 fields at 100X . According to the results the modified
technique Baerman Lumbreras drink showed a 12% higher yield compared to spontaneous
sedimentation technique Tello 7% and the flotation technique Willis 5%. Baerman technique
modified confirmed Lumbreras drink be a method of high-yield concentration , and becomes
applicable alternative simple , inexpensive and efficient in detecting these protozoan oocysts .

Key words: Coccidia, acute diarrheal infections, concentration techniques.



INTRODUCCION

Las Infecciones Diarreicas Agudas (IDAS)
continian siendo uno de los principales
problemas de salud publica en los paises en
desarrollo, constituyendo una de las causas
principales de mortalidad y morbilidad en el
mundo, especificamente en zonas con
condiciones de pobreza. En la region de las
Américas, las enfermedades diarreicas se
encuentran entre las cinco primeras causas
de muerte en todas las edades.*

En el Per, hasta junio de 2012, se
registraron cerca de 105 mil 321 episodios
de infecciones diarreicas agudas (95% como
IDAS acuosa) a nivel nacional, y cuya tasa
de incidencia durante ese periodo fue de 34
episodios por cada 10 mil habitantes.
Moquegua, Pasco y Amazonas son los
departamentos que reportaron las tasas mas
altas encontrandose la mayoria de casos en
nifios de 0 a 11 afios de edad’

Tras el altimo reporte de la oficina de
Epidemiologia de la Direccion Regional de
Salud (DIRESA), fueron atendidos 4 mil
230 emergencias por infecciones diarréicas
agudas en nifios menores de cinco afios en
los centros de salud y hospitales del
departamento de Avyacucho. Segin el
reporte, la provincia de Huamanga registra
mayor nimero de emergencias, con mil 769
casos, Huanta registra 658 emergencias, La
Mar 471, Lucanas 362 y Cangallo 213
emergencias.®

En este estudio nos enfocamos en diarreas
ocasionadas por parasitos, en especial
protozoarios esporulados llamados coccidios
intestinales que son uno de los causantes de
las infecciones diarreicas agudas que afectan
tanto a pacientes inmunocompetentes como
en inmunosuprimidos.’ Para su diagnostico
se efecttia la busqueda e identificacion de
ooquistess a  través de  técnicas
coproparasitologicas de sedimentacion y de
técnicas de coloracion como el Ziehl
Neelsen modificado. El presente estudio se
levo a cabo en ¢l Hospital Regional de
Ayacucho en ¢l Area de Parasitologia del
Laboratorio de Patologia Clinica, donde se
procesaron 100 muestras fecales con las
técnicas de  Willis'  sedimentacion
espontanea de Tello’ y Baerman modificada
en copa por Lumbreras.’

MATERIAL Y METODOS
Poblacion

Pacientes con infecciones diarréicas agudas
que acuden al Laboratorio de Patologia
clinica del Hospital Regional de Ayacucho.

Tamaiio de muestra

100 muestras fecales (acuosas) de pacientes
que presenten infecciones diarréicas agudas.

Disefio metodolégico

Tipo de investigacién.- Basico.

Alcance de investigacién.- Descriptivo
Disefio de investigacién.- Descriptivo-

Longitudinal

Procedimiento experimental
Recoleccion de datos

Se aplicaron fichas de encuesta para registrar
datos de pacientes con infecciones diarreicas
agudas. Luego se prosiguieron a seleccionar
las 100 muestras de heces diarreicas el
tiempo necesario. El mimero de muestras no
es relevante, pues lo que interesa es la
obtencion de ooquistes de coccidios.”

Meétodos
Examen parasitolégico de las heces

Determina si una muestra de materia fecal
contiene  parasitos, huevos,  quistes,
esporozoitos, etc. que estén asociados con
infecciones intestinales.® Para el diagnostico
de estas parasitosis se aplicaron 3 técnicas
de concentracion (Willis, Tello y Baerman)
luego se realizaron frotices en laminas
portaobjetos para su respectiva coloracion
con la técnica de Ziehl Neelsen modificada.

Determinacién de  sensibilidad y

especificidad

Se consideré como Gold standar la técnica
de Baerman modificado en copa por
Lumbreras siguiendo los criterios descriptos
por Cordova et al’



Sensibilidad

Es la  probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo enfermo, es
decir, la probabilidad de que para un sujeto
enfermo se obtenga en la prueba un
resultado positivo. La sensibilidad es, por lo
tanto, la capacidad del test para detectar la
enfermedad™®

VP
o s _ o
Sensibilidad PN x 100 %

Especificidad

Es la  probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo sano, es decir,
la probabilidad de que para un sujeto sano se
obtenga un resultado negativo. En otras
palabras, se puede definir la especificidad
como la capacidad para detectar a los
sanos.’

x 100 %

Especificidad = N
specificidad = o

Valor predictivo positivo

Es la probabilidad de padecer la enfermedad
si se obtiene un resultado positivo en el test.
El valor predictivo positivo puede estimarse,
por tanto, a partir de la proporcion de
pacientes con un resultado positivo en la
prueba que finalmente resultaron estar
enfermos?

VPP =

0,
VP+FPx100/6

Valor predictive negativo

Es la probabilidad de que un sujeto con un
resultado negativo en la prueba esté
realmente sano. Se estima dividiendo el
nimero de verdaderos negativos entre el
total de pacientes con un resultado negativo
en la prueba

x 100 %

PN = N
VIR =N+ VN

RESULTADOS

- Wilis Tello Baerman
‘ 12%

Casos positivos

Técnicas coproparasitotégiéas '

X= 7679575, gl. 2, p=0.0214 N= pacientes
totales

Figura 1. Porcentaje de casos positivos de
coccidios  intestinales segin  técnicas
coproparasitologicas Ayacucho, 2012,

Tabla 1. Comparacion de técnicas de
concentracion de heces segun nimero de
pacientes positivos con coccidios intestinales,
Ayacucho, 2012

Técmca de Bacrman

Técnica
de .. . Total
flotacion Posttivo Negativo
de Willis
Ne % N % N %
Positivo 03 23 02 2 05 5
Negativo 09 75 8 98 95 95

Total 12 100 88 100 100 100

Sensibilidad: 25 %
Especificidad: 98 %
VPP 60%

VPN 91%



Tabla 2. Comparacion de técnicas de
concentracion de heces segin numero de
pacientes positivos con coccidios intestinales
Ayacucho, 2012.

Técnica de Baerman

Técnica de :
sedlmeptacnén Positivo  Negativo Total
espontanea de

Tello
N° A Ne % Ne %

Positivo 04 33 03 3 07 7
Negativo 08 67 8 97 93 93

Total 12 100 8 100 100 100

Sensibilidad: 33%
Especificidad: 97 %
VPP: 57%

VPN: 91%

DISCUSION

En la Figura 1 se muestra los resultados del
analisis parasitologico utilizando las tres
técnicas coproparasitologicas, de las cuales
5% resultaron positivas con la técnica de
Willis, 7% positivas con la técnica de Tello
y 12% positivas con la técnica de Baerman
de un total de 100 pacientes. Segun el
analisis estadistico Kruskal Wallis el nivel
de significancia entre la técnica de Baerman
y la técnica de Tello son homogéneas, el p-
valor de estas dos técnicas es 0,177294 no
hay diferencia significativa. La técnica de
Baerman y la técnica de Willis no son
homogéneas, el p-valor de estas dos técnicas
es 0,016704 hay diferencia significativa. La
técnica de Tello y la técnica de Willis son
homogéneas, el p-valor de estas dos técnicas
es 1 000000 no hay diferencia significativa
entre estas dos técnicas.

Pajuelo ez al."' en su trabajo de investigacion
titulado Aplicacion de la técnica de
sedimentacion espontdnea en tubo en €]
diagnostico de  parasitos  intestinales,
demostraron que la técnica de sedimentacion
espontanea de Tello tiene un mayor
rendimiento detectando 4% de muestras
positivas de coccidios, el examen directo
detecto 2% y la técnica de flotacion con
sulfato de zinc 2% de un total de 108
muestras. De acuerdo a los resuftados
expuestos, se puede afirmar que la técnica de

Baerman tiene mayor sensibilidad y
especificidad diagnostica en comparacion
con las otras técnicas de sedimentacion,
debido a que la técnica utiliza mayor
cantidad de muestra dando mayor
probabilidad de diagnosticar pacientes con
coccidiosis intestinales.

En la Tabla 1 se muestra la proporcion de
individuos clasificados como positivos y
negativos considerando a la técnica de
Baerman modificado en copa por Lumbreras
como el Gold standar y la técnica de
flotacion por Willis la prueba en estudio. De
las cuales el 25% fueron positivas por ambas
técnicas, 75% positivas para la técnica de
Baerman 'y negativas para la técnica de
Willis, 2% negativas para la técnica de
Baerman y positivas para la técnica de
Willis y 98% fueron negativas por ambas
técnicas. La técnica de Willis, mostro una
sensibilidad de 25%, y una especificidad de
98% de un total de 100 pacientes. Segin
Cordova et al’ en el trabajo titulado
Comparacion de tres  técnicas de
concentracion de heces para recuperar
ooquistes de Cryptosporidium examinadas
por las técnicas parasitologicas de
Telemann modificado, Tris Tween 80 y agua
éter, mosiraron una  sensibilidad y
especificidad del 100%. De acuerdo a los
resultados obtenidos las técnicas de
concentracion por flotacién alcanzaron un
bajo rendimiento con respecto a las técnicas
de concentracion por sedimentacion.

En la Tabla 2 se muestra la proporcion de
individuos clasificados como positivos y
negativos considerando la técnica de
Baerman modificado en copa por Lumbreras
como el Gold standar y la técnica de
sedimentacion espontanea de Tello como la
prueba en estudio. De las cuales, el 33%
fueron positivas por ambas técnicas, 67%
resultaron positivas para la técnica de
Baerman vy negativas para la técnica de
Tello, 3% negativas para la técnica de
Baerman y positivas para la técnica de Tello
y ¢ 97% fueron negativas por ambas
técnicas de un total de 100 pacientes. En €]
estudio de Chavez'” titulado Diagnostico de
protozoarios intestinales frecuentes en nifios,
La Plata, Argentina reporté un 50% de
rendimiento con la técnica de Tello, 23%
con el método directo y 25% con la técnica
de flotacion. De acuerdo a estos dos
estudios, la técnica de Baerman es muycho
mas efectiva en el diagnostico de coccidiosis
intestinales.
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