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Parasitologia

Comparacion de tres técnicas

de concentracion de heces para recuperar
ooquistes de Cryptosporidium

Comparison of three stool concentration techniques
for recovering Cryptosporidium oocysts
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Resumen

Cryptosporidium es un paréasito causante de cryptosporidiosis. Su estadio in-
fectivo, el ooquiste, se elimina con las heces del hospedador, representando
los terneros la principal fuente de infeccion humana. El objetivo de este tra-
bajo fue comparar tres métodos de concentracion de heces para recuperar 0o-
quistes de Cryptosporidium. Fueron estudiados un total de 166 terneros. Una
unica muestra de materia fecal fresca fue analizada por los métodos de Tele-
mann modificado, agua éter, y Tris Tween 80. La identificacion de ooquistes
fue realizada mediante coloracion de Kinyoun modificada. El nimero de oo-
quistes concentrados por cada técnica fue cuantificado en 20 campos a
T1000X. Del total de muestras analizadas, 22/166 fueron positivas para Cryp-
tosporidium. El numero 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). ANOVA mostré que no existen diferencias significativas en-
tre métodos. De acuerdo con los resultados obtenidos, las tres técnicas pue-
den ser empleadas para concentrar ooquistes de Cryptosporidium. Si bien los
tres métodos presentaron igual sensibilidad y espcificidad, la técnica de agua
éter demostro ser sencilla, de bajo costo, y efectiva para recuperar ooquistes,
particularmente si se requiere conservar la viabilidad de los mismos.

Palabras clave: Cryptosporidium * diagndstico parasitoldgico * técnicas de
concentracion de materia fecal

Summary

Cryptosporidium is a parasite which causes cryptosporidiosis. Its infectious
stage, the oocyst, is eliminated with the host feces, calves being the main
source of human infection. The aim of the present work was to compare
three methods of feces concentration to recover Cryptosporidium oocysts. A
total of 166 calves were studied. An only sample of fresh feces was analyz-
ed using the following methods: modified Telemann, water ether, and Tris
Tween 80. The identification of oocysts was carried out by modified staining

Acta Bioquim Clin Latinoam 2008; 42 (3): 333-7



334  Del Coco VF et al.

Kinyoun technique. The number of concentrated oocysts per technique was quantified in 20
fields at 1000X. From a total of 166 analyzed samples, 22 were Cryptosporidium positive.
The average number of recovered oocysts per technique was: modified Telemann (124.2 +
159.5), water ether (153.0+156.3), Tris Tween 80 (92.2 + 98.3). ANOVA demonstrated
that there are no significant differences between these methods. According to the results
obtained, the three techniques may be used to concentrate Cryptosporidium oocysts. Even
if there are no differences in sensibility and specificity between these methods, the water
ether technique proved to be simple, low-cost, and effective to recover oocysts, particularly
if the oocysts condition is to be kept.

Key words: Cryptosporidium * parasitological diagnostic * stool concentration techniques

Introduccion

Cryptosporidium spp. es un parasito protozoo, cocci-
dio entérico, causante de cryptosporidiosis en mas de
150 especies de mamiferos. El hombre y el ganado va-
cuno constituyen los principales reservorios de la in-
feccion (1).

El ciclo de vida de Cryptosporidium spp. se desarrolla
en las células del epitelio gastrointestinal y culmina con
la produccion de ooquistes, los cuales se eliminan con
las heces del hospedador y permiten la diseminacion,
supervivencia ambiental y preservacion de la capacidad
infectiva del parésito (2). El agua contaminada con oo-
quistes provenientes de materia fecal humana y/o ani-
mal representa la principal fuente de infeccion para el
hombre (3) (4). Més de 45 brotes de cryptosporidiosis
transmitida a través de agua de consumo han sido re-
portados a nivel mundial (5). La dnica medida profi-
lactica es evitar la ingestién de ooquistes, ya que éstos
son resistentes a los tratamientos convencionales de po-
tabilizacién (6).

La infeccién por Cryptosporidium spp. produce dia-
rrea aguda, normalmente autolimitada, en individuos
inmunocompetentes (7). En presencia de inmunodefi-
ciencia primaria o secundaria, la diarrea producida por
Cryptosporidium spp. puede ser persistente y desencade-
nar deshidratacién grave con riesgo de muerte. Las
personas afectadas por el sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (SIDA) son particularmente suscepti-
bles a formas graves de cryptosporidiosis, sobre todo
cuando el recuento plasmatico de linfocitos CD4+ es
menor a 200 células/mm3 (3).

El diagnéstico de cryptosporidiosis intestinal se
efectiia mediante busqueda e identificacién de ooquis-
tes en materia fecal (8). La liberacion intermitente de
ooquistes, caracteristica de las infecciones intestinales
producidas por protozoos, puede dificultar el diagnos-
tico de esta parasitosis sobre todo en presencia de for-
mas asintomaticas de la infeccién (9). Distintos méto-
dos de flotacion y sedimentacién son utilizados para
concentrar ooquistes en materia fecal (10). Diversos
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autores consideran que los métodos de sedimentacion
logran recuperar mayor cantidad de ooquistes respec-
to a los métodos de flotacion. Bukhari ef al. (11) de-
mostraron que la técnica de agua éter recuperé mayor
cantidad de ooquistes en comparacion con la flotacién
de aztcar y de sulfato de zinc. Resultados similares han
sido reportados por Casemore ef al. (12) y Weber et al.
(13), utilizando como métodos de sedimentacion las
técnicas de formol-éter y formol-acetato de etilo.

El objetivo de este trabajo fue comparar tres méto-
dos de concentracién por sedimentacién para recupe-
rar ooquistes de Cryptosporidium en materia fecal fresca.

Materiales y Métodos

PERIODO Y AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se llevé a cabo durante el afio
2006 en un tambo lechero de la localidad de General
Mansilla, partido de Magdalena, provincia de Buenos
Aires.

TOMA 'Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Fueron estudiados un total de 166 terneros meno-
res de 30 dias de edad. De cada uno de estos, una tni-
ca muestra de materia fecal fue obtenida por tacto rec-
tal utilizando guantes de ldtex estériles, y recolectada
en recipiente plastico individual. Las muestras fueron
remitidas al laboratorio y conservadas en frio a 4 °C
hasta su andlisis. Las muestras obtenidas fueron clasifi-
cadas de acuerdo con sus caracteristicas macroscopi-
cas en heces formes y diarreicas siguiendo los criterios
descriptos por McAllister et al. (14).

Cada muestra obtenida fue analizada por los si-
guientes métodos:

Telemann modificado (15). Una parte de materia fe-
cal fue homogeneizada con dos partes de formol sal,
filtrada con doble gasa, y colocada en tubo de centri-
fuga, adiciondndosele 2 mL de éter. El tubo fue agita-
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do y centrifugado a 350 x g durante 3 min. El sobrena-
dante fue descartado.

Agua eter (11). Una parte de materia fecal fue homo-
geneizada con dos partes de agua destilada. La dilu-
cién obtenida fue agitada en un “vortex” durante 20 s
filtrada con doble gasa y recolectada en un tubo de
centrifuga, adicionandosele 2 mL de éter. El tubo fue
agitado y centrifugado a 250 x g durante 5 min. El so-
brenadante fue descartado.

Tris Tween 80 (16). Cuatro mililitros de materia fe-
cal fueron incorporados a un tubo de centrifuga que
contenia 16 mL de solucién compuesta por 50 mM de
tris y 0,5 v/v de Tween 80. La dilucién fue agitada 1
min y filtrada con doble gasa, recolectada y centrifuga-
da durante 10 min a 250 x g. El sobrenadante fue des-
cartado. Posteriormente, 10 mL de agua destilada fue-
ron adicionados al tubo y centrifugado a 250 x g
durante 5 min. El sobrenadante obtenido fue descar-
tado. Diez mililitros de agua destilada fueron agrega-
dos y la operacién fue repetida.

La identificacion de ooquistes de Cryptosporidium
spp. recuperados por cada técnica fue realizada me-
diante coloracién de Kinyoun modificada (12). Las
muestras consideradas positivas para Cryptosporidium
spp. fueron aquellas en las cuales los ooquistes visualiza-
dos presentaron las propiedades dpticas, estructuras in-
ternas, tamano y forma descriptas por Arrowood (17).
El niimero de ooquistes concentrados por cada técnica
fue estimado semicuantitativamente de acuerdo con el
promedio de ooquistes por campo en un total de 20
campos observados a 1000X, segun criterio adaptado de
Castro-Hermida, et al. (18): I (<1 ooquiste); IT (=1, <6
ooquistes); III (26, <10 ooquistes); IV (=210 ooquistes).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se emple6 andlisis de va-
rianza (ANOVA); para corregir el error de significa-
cién se empled el test de Tukey. Se usé el programa
SPSS, version 11.5.

Para cada método se determiné sensibilidad diag-
nostica (SD), especificidad (E), valor predictivo del re-
sultado positivo (VPRP) y valor predictivo del resultado
negativo (VRPN), valor global de la prueba (VGP), ra-
z6n de verosimilitud positiva (RVP) y razén de verosi-
militud negativa (RVN). Como prueba de referencia se
considero a la técnica de Telemann modificada (15).

Resultados

Del total de muestras analizadas, el 13,25%
(22/166) fueron positivas para Cryptosporidium spp.
por los tres métodos de sedimentacién empleados. To-

das las muestras que resultaron positivas utilizando
una técnica de concentracién determinada, también
lo fueron para las dos restantes. Al correlacionar pre-
sencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. y caracteris-
ticas macroscépicas de la materia fecal, la totalidad de
las heces formes resultaron negativas. Todas las mues-
tras positivas para Cryptosporidium spp. fueron diarrei-
cas. El promedio total de ooquistes recuperados por
cada técnica se detalla en la Tabla I. ANOVA mostré
que no existen diferencias significativas entre los mé-
todos utilizados para la recuperacién de ooquistes
(p=0,38). En la Figura 1 se detalla la distribucién por-
centual de muestras segiin niimero de ooquistes cuan-
tificados por cada técnica empleada.

Los resultados de SD, E, VPRP, VRPN, VGP, RVN y
RVP, para un nivel de confianza del 95%, se detallan
en la Tabla II.

Discusion y Conclusiones

La aplicacién de técnicas de concentracién de ma-
teria fecal resulta efectiva en el diagnostico de cryp-
tosporidiosis intestinal, ya que aumenta la sensibili-
dad de la observacion microscépica, sobre todo
cuando la excrecion de ooquistes es escasa o intermi-
tente (5). Los métodos de sedimentacion son los mas
implementados en el diagnéstico parasitologico de
rutina, siendo la técnica de Telemann modificada el

Tabla |. Recuento de ooquistes de Cryptosporidium spp. seguin
método empleado para su recuperacion en heces de terneros

Método X DE

Telemann modificado 124,2 +159,5
Agua éter 153,0 +156,3
Tris-Tween 80 92,2 +98,3

DE: Desvio estandar

Tabla |I. Comparacion de métodos de concentracion de heces de
terneros para recuperar ooquistes de Cryptosporidium spp.

Agua éter Tris tween 80

SD 100% 100%
E 100% 100%
VPRP 100% 100%
VPRN 100% 100%
VGP 100% 100%
RVP 1 1

RVN 0 0

SD: sensibilidad diagnostica, E: especificidad, VPRP: valor predictivo del
resultado positivo, VPRN: valor predictivo del resultado negativo, VGP: va-
lor global de la prueba, RVP: razon de verosimilitud positiva, RVN: razon
de verosimilitud negativa.
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Figura 1. Distribucion porcentual de muestras de heces de terneros segun ntimero de ooquistes de
Cryptosporidium spp. cuantificados por cada técnica empleada.

método de eleccion (15). Sin embargo, en el presente
trabajo se ha demostrado que no existen diferencias
significativas en la recuperacién de ooquistes me-
diante el empleo de esta técnica en comparacion con
los otros métodos estudiados. De acuerdo con los re-
sultados expuestos, se puede afirmar que los tres mé-
todos de concentracion estudiados tienen igual sensi-
bilidad y especificidad diagndstica. Estos resultados
son discordantes con los obtenidos por Kuczynska et
al. (16) quienes mediante la utilizacién de Tris Tween
80, lograron mejorar la recuperacion de ooquistes de
Cryptosporidium spp., sin resultar efectiva la utiliza-
ciéon de agua destilada como solucién dispersante.
Segun los resultados obtenidos en el presente estu-
dio, la utilizacién de agua destilada en la técnica de
agua éter resultd efectiva, obteniéndose el mayor
promedio de ooquistes recuperados. Estos resultados
son similares a los descriptos por Bukhari ef al. (11).

En relacién con la visualizacién microscépica de
las muestras procesadas por las tres técnicas, Tris
Tween 80 resulté la mds efectiva debido a la menor
cantidad de detritus presentes. Sin embargo, al rela-
cionar el porcentaje de muestras segin criterio de
cuantificacién de ooquistes, la mayor proporcién de
las muestras procesadas por esta técnica revel6 entre
< 1, < 6 ooquistes/campo. Las técnicas de Telemann
modificada y agua éter recuperaron el mayor porcen-
taje de muestras con mds de 10 ooquistes/campo. En
base a los resultados alcanzados, la técnica de Tris
Tween 80 permite obtener muestras mds limpias, pe-
ro tiene la desventaja de disminuir el niimero de oo-
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quistes recuperados, situacion que se ve reflejada en
el elevado nimero de muestras con bajas concentra-
ciones de ooquistes. Esto estaria vinculado con los su-
cesivos lavados a los que se ve sometida la muestra du-
rante su procesamiento. Por lo tanto, esta técnica
resulta poco efectiva si se requiere concentrar un ele-
vado ndmero de ooquistes para realizar modelos de
infectividad.

En cuanto a la practicidad en la ejecucién de los
métodos evaluados, las técnicas de Telemann modifi-
cada y agua éter resultaron las mds sencillas, siendo
ademads esta dltima la mas conveniente desde el pun-
to de vista econémico.

En ensayos de infectividad y en estudios epidemio-
l6gicos que requieran evaluar la vialidad de los oo-
quistes recuperados, es importante considerar que la
técnica empleada no altere los mismos. Se ha demos-
trado que la solucién de formol utilizada en la técni-
ca de Telemann modificada altera la viabilidad de los
ooquistes de Cryptosporidium spp. (19). A tal efecto,
puede ser empleada la técnica de agua éter.

Los resultados obtenidos en el presente estudio in-
dican que las tres técnicas pueden ser utilizadas para
concentrar ooquistes de Cryptosporidium spp. Si bien
todos los métodos de concentracién empleados de-
mostraron tener igual sensibilidad y especificidad, la
técnica de agua éter demostrd ser sencilla, de bajo
costo, y efectiva para recuperar ooquistes de Cryptos-
poridium spp., particularmente si se requiere conser-
var la viabilidad de los ooquistes con fines epidemio-
l6gicos o experimentales.
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