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Relacién entre los niveles de cargaviral y los niveles de linfocitos CD4 enel
diagnéstico de Cryptosporidium spp. en heces de ninos de la Clinica Pediatricade
VIH/SIDA del Hospital Universitario del Valle, Cali, Colombia*

Mirey SiurrFi, M.D.', Mario ANGuLO, M.D.", CArRLOS ALBERTO VELASCO, M.D.25,
Pio LoPez, M.D.2, Victor Huco Duefias, BacTerioL.>5, CoNsuELO RoJas, BAcCTERIOL.*S

RESUMEN

Introduccion: Cryptosporidium spp. (C. spp.) causa morbimortalidad en nifios con SIDA.

Objetivo: 1dentificar la asociacion entre carga viral, CD4 y C. spp. en heces de nifios con SIDA.

Materiales y métodos: Estudio observacional enninos del Hospital Universitario del Valle de Cali. Se tomaron datos como edad,
género, procedencia, consanguinidad, tratamiento, estadio, supervivencia materna y peso. Se analizaron las heces por la técnica
de Ziehl-Neelsen modificada. Se midieron carga viral y niveles de linfocitos ayudadores TCD4. La estadistica incluy6 analisis
estratificado, modelos de regresion logistica, pruebas t de Student, X2, y prueba de Fisher, con p significativa <0.05.

Resultados: Ingresaron 72 nifios entre 0 y 15 afios, 52.7% masculinos, 50% consanguineos y con madre viva, 54.2% del area
urbana, 69.1% institucionalizados, 36.1% grado C de severidad, 73.6% con analogo nucledsido con inhibidor de proteasa, 55% con
>100,000 copias de carga viral y >100,000 células CD4. La prevalencia de C. spp. fue 51.4%, siendo mas afectados entre los 5-10
afios; con mayor proporcion de nifios positivos para C. spp. con grado severo para SIDA (p =0.03). Con intervalo de confianza
de 95%, los >2 afios tuvieron un riesgo 8 veces mayor de ser positivos en heces para C. spp. (1.6-40.1); para edad, género y
procedenciarural, 7.7 (1.5-38.9); paramadre vivay estar institucionalizado, 6.1 (1.1-32.7), y para severidad de laenfermedad y peso,
5.7(1-32.3).

Conclusion: Laprevalenciapara C. spp. fue 51.4%, con factores de riesgo edad >2 afos y grado de severidad C, sin diferencias
significativas en peso, carga viral y niveles de CD4.

Palabras clave: Cryptosporidium spp. SIDA. Nifios. Carga viral. Linfocitos CD4.

Relation between viral load and CD4 versus Cryptosporidium spp. in feces of children with AIDS

SUMMARY

Introduction: Cryptosporidium spp. (C. spp.) cause morbi-mortality in children with AIDS.

Objective: To identify the association between viral load, CD4 levels and C. spp., presence in feces of children with AIDS.

Materials and methods: Observacional study in children of the Hospital Universitario del Valle of Cali. Data like age, gender,
origin, consanguinity, treatment, stage, maternal survival and weight, were taken. Feces were analyzed by the technique of Ziehl-
Neelsenmodified. Viralload and CD4 levels were measured. Statistic included stratified analysis, models of logistic regression, and
tests, t Student, X?, and Fisher’s, being significant p <0.05.

Results: Were analized 72 children between 0 and 15 years, 52.7% masculine ones, 50% consanguinity and with alive mother,
54.2% oftheurban area, 69.1% institutionalized ones, 36.1% severity degree C, 73.6% with analog nucleoside with protease inhibitor,
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55% with>100,000 copies of viral load and >100,000 cells CD4.
The prevalence of C. spp. was 51.4%, being more affected
between 5 to 10 years; with a greater proportion of positive
children for C. spp. with severe degree for AIDS (p=0.03). With
interval of confidence 0f95%,>2 years had a greaterrisk 8 times
to be positive in feces for Cspp. (1.6-40.1); for age, gender and
rural origin, 7.7 (1.5-38.9); alive mother and to be institutionalized,
6.1(1.1-32.7), and for severity of the disease and weight, 5.7 (1-
32.3).

Conclusion: The prevalence for C. spp. was 51.4%, withrisk
factors age>2 years and degree of severity C, without significant
differences in weight, viral load and CD4 levels.

Key words: Cryptosporidium spp.; AIDS; Children;
Viral load; CD4 levels.

Desde 1983, Schultz' llamo la atencion sobre los para-
sitos emergentes y re-emergentes causantes de diversos
cuadros clinicos; en efecto, varios afios después un brote
masivo de criptosporidiosis, ejemplo de estas infecciones,
se consideré en Estados Unidos entre las catastrofes
nacionales?. En Colombia, por medio de modificaciones a
la técnica de coloracion de Zichl-Neelsen, en heces de
nifios sanos de Piedecuesta, Santander, la prevalencia
para Cryptosporidium spp., fue 32.3%% en los nifios
enfermos con cancer en el Hospital Universitario «Ramoén
Gonzalez Valencia» de Bucaramanga, Santander, la cifra
fue 42%*; por la prueba ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) en nifios sanos del Centro de Salud
de Lourdes (Comuna 18) de Cali, Valle, hubo una preva-
lencia de 4%’y de 5.8% también en nifios sanos del
Hospital Infantil «Club Noel» de Cali (Carvajal J.
Cryptosporidium spp.,en el Hospital Infantil «Club Noel»
de Cali, Colombia. Observaciones no publicadas). Chappell
y Okhuysen®discuten la importancia de Cryptosporidium
spp., en enfermos con VIH/SIDA. El Cryptosporidium
spp., causa diarrea y desnutricién en nifios con VIH/
SIDA’. La prevalencia para Cryptosporidium spp., en
enfermos con VIH en diferentes ciudades de diversos
paises®’varia entre 3% y 6%; sin embargo, en el medio de
Calino se conoce su frecuencia en nifios con infeccion por
VIH/SIDA.

Enjunio de 1988 en el Hospital Universitario del Valle
(HUV) «Evaristo Garcia» de Cali, Colombia, se dio co-
mienzo a la Clinica Pediatrica de VIH/SIDA, donde se
atiende a casi todos los nifios del occidente y del eje
cafetero de Colombia que sufren estos sindromes. La
Clinica, recibe cada afio un promedio de 18 casos nuevos
de infeccion por VIH/SIDA. Desde su fundacion, hasta la
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fecha, se han atendido 332 nifios en total; de ellos provie-
nen de Cali y son menores de cinco afios, 63%; se hallan
en diversas instituciones, 11.5%; son huérfanos, 21%
(pues falta por lo menos uno de los progenitores); y a los
estratos socioeconémicos 1, 2 y 3 corresponden 97%.
Ademas, se ha visto una transmision vertical de 99.3%,
con diarrea como segunda causa de hospitalizacion y una
mortalidad por VIH/SIDA de 42% (Lopez P. Clinica
Pediatrica de VIH/SIDA del Hospital Universitario del
Valle «Evaristo Garcia» de Cali, Colombia. Observacio-
nes no publicadas).

Elobjetivo del presente estudio es identificar laasocia-
cion entre los niveles de carga viral y los niveles de los
linfocitos ayudadores T CD4 al diagnostico de infeccion
por VIH/SIDA, con la presencia de Cryptosporidium
spp en materia fecal por medio de la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada en losnifios de la Clinica Pediatricade
VIH/SIDA del Hospital Universitario del Valle de Cali,
Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio observacional en una cohorte
dindmica de menores de 16 afios, referidos a la Clinica
Pediatrica de VIH/SIDA del Hospital Universitario del
Valle (HUV) «Evaristo Garcia» de Cali, Colombia, entre
juliode 1998 y enero de 2005, con diagnostico de infeccion
por VIH/SIDA, segun la carga viral, sin otra inmuno-
deficiencia comprobada y sin entidades que pongan en
riesgo su vida como sepsis, encefalopatia, estatus epilép-
tico, falla renal, falla cardiaca, falla hepatica o falla
organica multisistémica.

Se registraron datos como edad en el momento de la
toma de la muestra de heces (0a2,2.1a5,5.1a10, 10.1
a 15 afios cumplidos), género (masculino, femenino),
procedencia (rural, urbana), instituciéon de donde prove-
nian («Fundamor»), consanguinidad de los sujetos inclui-
dosen el estudio (hermanos que convivan con el paciente),
tratamiento farmacoldgico para infeccion VIH/SIDA,
estadio de la enfermedad segtn la clasificacion de los
CDC (Center for Disease Control) de los Estados Unidos
(nifios con SIDA leve, moderada o severamente sinto-
maticos), supervivencia de la madre y peso. Se considerd
desnutricion global de acuerdo con las tablas del National
Center for Health Statistics (NCHS) de los Estados
Unidos, cuando el déficit era superior a 10% segtn el peso
para la edad.
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Se tomaron tres muestras de materia fecal, que se
analizaron en fresco o para concentrar los ooquistes de
Cryptosporidium spp., por medio de la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada. Si la deposicion era liquida, se
centrifugaba para analizar el sedimento, que se tomd con un
asa, y se extendia sobre una lamina donde se mezcld con una
gota de solucion salina; cuando esta porcion estuvo seca, se
cubrié conmetanol absoluto durante un minuto; luego el porta-
objetos se inundd con carbolfucsina de Kinyoun por cinco
minutos, selavd después conalcohol acidoal 1%y se enjuagod
inmediatamente con agua; luego se agrego el colorante de
Loeffler conazul demetileno porunminuto paralavar otra vez
conaguay una vez seco se llevo al microscopio para estudiar
la lamina con objetivo de inmersion. Esta es la técnica
modificada de Ziehl-Neelsen, sin calentar la placa que,
cuando es positivapermite visualizar los ooquistes tefiidos de
rojo brillante y el resto del material con azul o rojo opaco. Se
midieron losniveles de carga viral en copias/ml, y se tomo para
el analisis como punto de corte <400 copias/ml y los niveles
de CD4 en células/ml, con punto de corte <15%.

El tamafio de muestra fue de 70 nifios de la Clinica
Pediatrica de VIH/SIDA del HUV, con un error alfa de
0.05, un error beta de 20% y una razén de riesgos por lo
menos de 2.5. Se compararon los promedios de las
variables independientes por la presencia o no de los
parasitos intestinales medidos en el estudio con la prueba
t de Student y cuando las varianzas no eran normales u
homogéneas, se aplicaron transformaciones o pruebas no
paramétricas. Se realizaron tablas de contingencia de 2 x
2 y de n x n, mediante la prueba de chi® y por la prueba de
probabilidad exacta de Fisher donde tiene significancia
una p <0.05. Se efectud un analisis estratificado para
ajustar los calculos por las variables covariadas, y se
construyeron modelos deregresion logistica para determi-
nar la independencia de las asociaciones.

Este trabajo lo aprobo el Comité de Etica de la Univer-
sidad del Valle y del HUV, y se clasificé como riesgo
inferior al minimo segin la Resolucion 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud; ademas, se contd con el consenti-
miento informado de cada uno de los padres o tutores de
los nifios incluidos en el estudio.

RESULTADOS

Ingresaron al estudio, 72 nifios de la Clinica Pediatrica
de VIH/SIDA del HUV de Cali, Colombia, entre 0 y 15
afios de edad (edad promedio 5.4 afios), conunarazon 1.1
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hombre-mujer (52.7% masculinos), la mitad de ellos con
consanguinidad y con madre viva; lamayoria proveniente
del areaurbana (54.2%) e institucionalizados («Fundamory)
(68.1%), 36.1% de ellos con grado C de severidad de la
enfermedad, 73.6% recibian analogo nucledsido con
inhibidor de proteasa, algo mas de la mitad con carga viral
y de CD4 >100.000 copias (Cuadro 1).

La prevalencia de Cryptosporidium spp. en materia
fecal fue 51.4% (37/72), para el grupo de edad mas
afectado entrelos 5.1y los 10 aflos (48.6%), seguido de los
grupos de edad entre los 2.1 y los 5 afios (35.2%), entre los
10.1 y los 15 afios (10.8%) y entre los 0 y 2 afios (5.4%);
con una mayor proporcion de nifios positivos para
Cryptosporidium spp. con un grado severo de la infec-
cion por VIH/SIDA (p=0.03) (Cuadro 2) y madre muerta
(p>0.05).

No hubo diferencias significativas en cuanto al género,
consanguinidad, estar institucionalizado, tratamiento, pro-
cedencia, ni estado nutricional, al ser comparados; como
tampoco en los niveles de carga viral ni de CD4 (p>0.05)
(Cuadro 3).

Al realizar el modelo de regresion logistica, y con un
intervalo de confianza de 95%, los nifios mayores de dos
aflos tuvieron un riesgo 8 veces mayor de ser positivos en

Cuadro 1
Descripcion general de la poblacién de estudio.
Clinica Pediatrica de VIH/SIDA, HUV, Cali 1998-2005

(n=72)
Caracteristica N %
Edad (anos) 13 18.1
0-2 24 33.3
2.1-5 26 36.1
5.1-10 7 9.7
10.1-15
Severidad 25 34.7
A 21 29.1
B 26 36.1
(¢}
Tratamiento 15 20.8
1 58} 73.6
2 4 5.5
Otro
Nivel de carga viral (copias/ml) 4 55
<400 19 26.5
400-29,999 9 12.5
30,000-100,000 40 55.5
>100,000
Niveles de CD4 (células/ml) 4 5.6
<400 20 27.7
400-29,999 8 11.1
30,000-100,000 40 55.6
>100,000
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Cuadro 2
Cryptosporidium spp., en materia fecal de nifios de la
Clinica Pediatrica de VIH/SIDA del HUV
segun grado de severidad

Severidad Cryptosporidium spp.
positivo negativo
n % n %
A 8 21.6 17 48.5
B 13 35.1 8 22.8
c 16 43.2 10 28.5
*p=0.03
Cuadro 3

Cryptosporidium spp., en materia fecal de nifios de la
Clinica Pediatrica de VIH/SIDA del HUV segun niveles de
carga viral, niveles de CD4 y estado nutricional

Cryptosporidium spp.

N=37 positivo  N=35 negativo
n % n %

Niveles de carga viral (copias/ml)

400-2,875 7 18.9 8 22.8
2,876-29,700 8 21.6 6 171
29,701-120,000 9 24.3 6 171
120,001-356,875 4 10.8 10 28.5
356,876-860,012 9 24.3 5 14.2
Niveles de CD4 (%)
<15 7 18.9 15 42.8
15-24 5 13.5 6 17.2
>25 25 67.5 14 40.0
Estado nutricional segin peso
para la edad
Eutrdfico 11 29.8 8 229
DNT leve 11 29.8 12 343
DNT moderada 13 35.1 11 31.4
DNT severa 1 5.3 4 11.4

materia fecal para Cryptosporidium spp. (1.6-40.1);
para las variables edad, género y procedencia rural, el
riesgo fue 7.7 (1.5-38.9); para las variables madre viva 'y
estarinstitucionalizado, el riesgo fue 6.1 (1.1-32.7), y para
las variables severidad de la enfermedad y peso, el riesgo
disminuyd a 5.7 y no fue significante (1-32.3).

DISCUSION

El Cryptosporidium spp., es uno de los gérmenes
oportunistas emergentes que puede afectar a personas
con cierto grado de compromiso inmunitario como desnu-
tricion, cancer y VIH/SIDA"!. Se ha visto que los viajes
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a areas endémicas son un riesgo para adquirir criptos-
poridiosis!!. Se sabe de epidemias producidas por Cryptos-
poridium en diversos centros de atencion y cuidados para
niflos en Estados Unidos'*!°, Australia®®?!, Francia,
Portugal®, Chile*, y Africa del Sur®. Casi 32% de los
pacientes con SIDA se sobreinfectan con Cryptos-
poridium?*. En una mayor frecuencia los individuos VIH
positivos para Cryptosporidium se asocian con afeccio-
nes biliares, vomitoy mayor riesgo de mortalidad, luego del
primer afio de infeccion*?¢2°,

La prevalencia del Cryptosporidium spp., de 51.4%
en la poblacion del presente estudio es elevada si se la
compara con lo descrito en el articulo de Milwaukee?cuya
tasa de infeccion en pacientes con SIDA para el
Cryptosporidium spp., fue 32%; con lo que informan los
CDC(C*delos Estados Unidos, 22% en inmunodeficientes;
con la comunicacion de Pettoello ez al.' de 6.4% en nifios
italianos inmunodeficientes y con los datos de Hernandez
et al*'en pacientes VIH positivos, 4.8%; muy similar a lo
visto en niflos con cancer del Hospital Universitario «Ra-
moén Gonzalez Valencia» de Bucaramanga, Colombia®,
42%; igualmente alta frente a nifios sanos: 7% en nifios
inmunocompetentes segiin los CDC*, 4% en menores de
5 afios en Africa®, hasta 9.8% en nifios de India®, 5.9%
en Liberia**, hasta 11.6% en Guatemala®®3°, 5% en Asia’
y 32.3% en nifos de Piedecuesta, Colombia’® y 4% en
nifios del Centro de Salud Lourdes de Cali, Colombia’; y
finalmente, lo mismo que en la poblacion general, segun lo
descrito en Milwaukee?’, Brasil*® y Colombia®. La alta
seroprevalencia de anticuerpos anti-Cryptosporidium
spp., 83.3% en Colombia, indica que la criptosporidiosis es
endémica y constituye un problema de salud publica en el
pais®.

La prevalencia del Cryptosporidium spp., en las
heces dependera del método diagndstico que se siga. En
este estudio, al igual que en dos de los tres trabajos previos
hechos por el Grupo de Investigacion GASTROHNUP en
niflos sanos de Piedecuesta, Santander’ y en nifios con
cancer del Hospital Universitario «Ramon Gonzalez Va-
lencia» de Bucaramanga*, fue labusqueda de los ooquistes
del parasito por visualizacion al microscopio®!, que es el
patrén de oro en individuos VIH positivos.

Los gérmenes oportunistas se multiplican y sobreviven
ennifios desnutridos y con funciones comprometidas en su
inmunidad. Tampoco se encontrd asociacion entre los
niveles de carga viral o de CD4 con la prevalencia de
Cryptosporidium spp., en materia fecal. Si bien es cierto,
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Hernandez et al’!, describen que los pacientes con el
virus de lainmunodeficiencia humana (VIH), causado por
los retrovirus de la inmunodeficiencia humana VIH1 y
VIH2, agotan de manera selectiva y progresiva los
linfocitos T CD4 ayudadores y que incluso cuando sunivel
alcanza un punto critico de 200 células/ml son mas suscep-
tibles a todo tipo de infecciones por agentes oportunistas,
en los nifios de Cali no se pudo demostrar esto
estadisticamente, al igual que lo descrito en la epidemiade
Milwaukee, donde no hubo correlacion entre losniveles de
CD4 y la prevalencia de Cryptosporidium spp., aunque si
se prolongd mas el episodio diarreico y fue necesario mas
tiempo de hospitalizacion y de atencion médica®263".

Aunque la criptosporidiosis no tiene una asociacion clara
y definida con el VIH, cuando existe, produce un empeora-
miento de las condiciones clinica e inmunologica, y, en
consecuencia, es posible afirmar que la criptosporidiosis
entérica se convierte en un signo de la progresion del VIH'.
Enelpresente trabajo, lainica asociacion significativamente
estadistica que se encontré fue una mayor proporcion de
niflos positivos para Cryptosporidium spp., con un grado
severo de la infeccion por VIH/SIDA.

Aunque en la actualidad no hay tratamiento efectivo
contra el Cryptosporidium, para sumanejo terapéutico se
usan paramomicina y azitromicina con resultados no con-
cluyentes, pues no es posible definir si la infeccion se ha
resuelto por si sola o por la accion de estos medicamen-
tos>1940 E] estudio de las rutas de transmision, a saber,
animales, contaminacion del agua, alimentos y hastaporla
viasexual, son importantes debido alapocaefectividad en
los aspectos preventivos y en el tratamiento de la criptos-
poridiosis en pacientes con SIDA!*#!. En los ultimos afios
con el uso de la terapia antirretroviral. HAART (highly
active antirretroviral therapy) se ha visto una restauracion
de las funciones inmunes y se ha podido reducir la
incidencia de los efectos de la criptosporidiosis y otras
enfermedades oportunistas.

Como recomendacion, y debido a que la busqueda del
parasito por microscopio se ha usado con liberalidad
consume mucho tiempo, y requiere de una labor intensa y
dificil que depende del entrenamiento del examinadory del
conocimiento morfologico de las distintas coccidias y en
ocasiones no es concluyente, en enfermos inmuno-
deprimidos se han propuesto otros métodos diagnosticos
menos subjetivos con alta sensibilidad y especificidad que
permiten analizar y tamizar un gran nimero de muestras
en un tiempo corto, como ELISA***, reacciones de la
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polimerasa en cadena (PCR)*-!y pruebas serologicas®.

En conclusion, en este grupo de 72 nifios de la Clinica
Pediatrica de VIH/SIDA del Hospital Universitario del
Valle de Cali, Colombia, la prevalencia para Cryptos-
poridium spp., en materia fecal por la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada fue 51.4%, con factores de riesgo la
edad mayor a los 2 afios y el grado de severidad C segin
la clasificacion de los CDC de los Estados Unidos para la
infeccion por VIH/SIDA, sin diferencias estadisticamente
significantes en otros factores descritos en la literatura
mundial como peso, niveles de carga viral y niveles de
linfocitos ayudadores T CDA4.
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