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Resumen

La microsporidiosis intestinal es la infeccién del
tracto digestivo alto, ocasionada por las especies de
microsporidios, Enterocytozoon bieneusi y
Encephalytozoon intestinalis, pertenecientes al phylum
Microspora, gue en el hospedero inmunocomprometido
especialmente con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), produce cuadros de diarrea
prolongada y malabsorcion. Se revisaran sus aspectos
histéricos, biolégicos, fisiopatoldgicos, inmunoldgicos,

Introduccion

Los microsporidios son protozoos pequefios,
intracelulares obligados conocidos desde hace muchas
décadas como patdgenos de diferentes vertebrados e
invertebrados. Recientemente, varios miembros del
phylum Microspora han sido descritos como parasitos
en humanos. Sin embargo, el tracto gastrointestinal es
afectado solamente por Encephalitozoon Intestinalis y
Enterocytozoon bieneusi, lo que se conoce con el nombre
de microsporidiosis intestinal. Esos agentes parasitarios
se comportan como agentes oportunistas en especial
en pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), en quienes ademas de producir
infeccidn intestinal pueden afectar otros 6rganos y
sistemas.

Debido a que las esporas de los microsporidios son
muy pequefias 1 a2 mmm, el diagndstico por laboratorio
inicialmente se baso en la deteccion de estas esporas
en biopsias intestinales, a través principalmente del uso

epidemioldgicos, clinicos y de tratamiento. Método:
para la elaboracién de esta revision se emplearon las
bases de datos MEDLINE y PUBMED a partir del afio
1981, hasta la fecha. Palabras claves: Microsporidiosis,
microsporidios, microsporia, Enterocytozoon bieneusi,
Encephalytozoon intestinalis, SIDA, quick-hot gram-
cromotropo, Diarrea. &
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de la microscopia electronica. Sin embargo, esta técnica
es invasiva, costosa y muchas veces las esporas de los
microsporidios son pasadas por alto. Por lo tanto, se
han implementado diferentes métodos de tincion,
tricromica modificada por Weber, pruebas fluorescentes
con fluorocromos como el uvitex o el blanco de
calcoflior, con resultado n de especie. Esto sélo es
posible a la fecha a través de microscopia electronica o
mejor aun utilizado el método de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR). La diferenciacion de especie
constituye un hecho deseable para un mejor abordaje
terapéutico de los pacientes y su manejo adecuado y
racional.

Por lo anteriormente expuesto, esta revision pretende
abordar de manera integral la microsporidiosis intestinal
desde sus aspectos historicos, biologicos,
epidemioldgicos, fisiopatoldgicos, inmunolégicos,
clinicos, diagndsticos y de tratamiento.
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Historia

A mediados del siglo XIX, Pasteur y Garnez
relacionaron por primera vez la presencia de un agente
microscopico con la produccién de enfermedad, la
pebrina o calcina de los gusanos de seda (Bombis mori)
y Nageli en 1857 denomina el agente causante del
proceso como Nosema bombycis, literalmente
enfermedad del gusano de seda, siendo este el primer
microsporidio descrito. Pasteur estudia durante seis
afos la pebrina y descubre un método para evitarla,
mediante la deteccion y eliminacion de los gusanos
infectados junto con las hojas de morera que comian;
de este modo, se inician las primeras medidas de
controly profilaxis de una enfermedad infecciosa (1860)
y se demuestra experimentalmente por primera vez la
conexion entre los microbios (como éllos denominaba)
y la enfermedad, o teoria de los gérmenes patégenos
(Pasteur 1865): en Maitines Fernandez, 1995). La
descripcion inicial de Pasteur alert6 a la agriculturay a
la industria sobre los importantes perjuicios econémicos
causados por este, hasta entonces, desconocido grupo
de microorganismos.

El reconocimiento de los microsporidios como
entidad de seres diferenciados del resto de Protozoos
se debe a Balbini en 1882, al proponer la creacion de
un nuevo orden entre los esporozoos: protozoos que
al final de su ciclo forman esporas de resistencia; en
aquel momento, Nosema bombycis era la Unica
especie de microsporidio conocida (Canning, 1993). A
lo largo de este siglo, se habian propuesto varias
clasificaciones para este grupo de Protozoos (Martinez
Fernandez 1995) hasta que Sprague (1977) crea el
Phylum Microspora dentro del subreino Protozoa, para
agrupar a todos los microsporidios. La confusion creada
por esta denominacion, ha sido finalmente resuelta por
Becnel y Sprague (1998) al concluir que esta debe ser
Microsporidia, (Balbini, 1882). Algunos autores,
proponen incluir a estos organismos en un nuevo taxon
gue reldine a los eucariotas sin mitocondrias (1, 2).

Generalidades

Los microorganismos pertenecientes al phylum
Microspora (Balbini, 1882) son conocidos
colectivamente como Microsporidios (1). Los
microsporidios son parasitos intracelulares obligados
de hospederos vertebrados e invertebrados, causando
enfermedad en varias especies animales,
particularmente conejos, zorros, perros y monos ardilla
(3-5). Recientemente varios miembros del Phylum
Microspora han sido reconocidos en tejidos humanos
(6, 7), parasitan casi todos los tejidos y 6rganos del
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hospedero, la mayoria infecta el tracto digestivo y/o
organos relacionados, pero también se les ha
encontrado en el sistema reproductor, excretor,
nervioso, tejido conectivo y musculo (3).

Cuatro géneros han sido reconocidos como
patégenos humanos: Encephalitozoon, Enterocytozoon,
Pleistophora y Nosema . Las especies representantes
de los dos primeros géneros son Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon Hellen; y Encephalitozoon
intestinalis los cuales se han encontrado en pacientes
con SIDA en paises desarrollados y se esta
incrementando su importancia como causa de diarreas
persistentes en este grupo de pacientes, especialmente
en aquellos con enfermedad avanzada (8). En paises
en via de desarrollo, particularmente como el nuestro,
son escasos los estudios clinicos, epidemiolégicos y de
laboratorio, por lo tanto la incidencia real en el medio no
la conocemos.

Biologia

Los microsporidios son verdaderos Eucariotes (9)
porque ellos tienen un nlcleo con membrana envolvente
y membranas intracitoplasméticas ordenadas, pero la
configuracion nuclear es diferente entre los géneros de
microsporidios; en algunos se presentan dos nicleos
juntos llamados Diplocaryon, mientras que en otros solo
existe uno. En Enterocytozoon el diplocaryon ocurre
tempranamente en el ciclo, mientras que un solo nacleo
ocurre en los estadios tardios; en otros géneros un solo
nucleo es constante como en el Encephalitozoon o doble
como en el género Nosema.

Estudios recientes sugieren que los microsporidios
semejan Procariotes en muchos aspectos, en particular
un microsporidio representativo como Vairimorpha
necatrix, tiene una unidad ribosomal de 70S, que
contiene RNA de 16S y 23S como los Procariotes.
Ademés los microsporidios son microorganismos que
no poseen mitocondrias, peroxisomas, membranas de
Golgi ni otras estructuras tipicas de Eucariotes, mas la
pérdida de caracteristicas previamente diferenciadas (5,
6, 10), por consiguiente, se ha sugerido que los
microsporidios son el origen de una rama muy temprana
de los Eucariotes .

Las esporas son de forma piriforme, presentan una
pared Gram positiva indivisa de dos laminas (exo y
endospora). La exospora que es electrodensa y la
endospora electrollicida compuesta en parte por quitina.
Internamente se encuentra el germen ameboideo y el
esporoplasma, que es la forma infectante del parésito.
El esporoplasma esta formado por el nlcleo, citoplasma
y un complejo aparato externo o de extrusion que



consiste en un tubo polar enrollado unido a un disco de
anclaje; este filamento le brinda soporte a la espora (11)
(Fig. 1, tabla 1).

Ciclo de vida

La infeccién con este grupo de parasitos ha sido
recientemente conocida (4, 12). Algunas especies son
altamente especificas en el tipo de célula que invade
y otras utilizan un amplio rango de células, pero
colectivamente ellos son capaces de infectar todos
los érganos del cuerpo (4).

El ciclo biolégico de los microsporidios se
desarrolla en tres fases: Fig. 2.

Fase infectiva que comprende desde la liberacion
de la espora al medio extracelular, hasta el momento
en que ésta infecta una célula susceptible (1, 13).

Fase de merogonia o fase proliferativa, denominada
también esquizogoénica por algunos autores; comienza
cuando en el interior de una célula apropiada para su
desarrollo, el esporaplasma evoluciona formando

Diagramade la estructurainternade unaesporade
microsporidio.
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Tomado con algunas modificaciones de lareferencia
(10

Capa externa electrodensa llamada exoespora y una capa
translicida, endospora. El aparato de extruccién compuesto por:
disco de anclaje, filamento polar, polaroplasto lamelar y
polaloplasto tublular; este aparato ocupa el mayor espacio de la
espora es caracteristico de los microsporidios. El nimero de
vueltas del filamento polar varia entre las especies de
microsporios. Abreviaturas: A. Disco de anclaje. D. Diplocarion.
En. Endospora. Ex. Exospora. LP. Polaroplasto lamelar. P.
Membrana unitaria. Pt, Filamento polar. Pv. Vacuola posterior. R.
Ribosoma. Sp. Esporoplasma. Tp. Polaroplasto tubular.
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merontes. Los merontes son células redondas,
irregulares o elongadas con reticulo no rugoso
rudimentario en los estadios tardios y membrana
plasmatica simple con nudcleo aislado o doble, la
division de los merontes puede presentar divisién por
fision binaria, o mdltiple. La coriocinesis ocurre de
forma repetida antes de que se presente la division
celular, resultando formas redondeadas de plasmodio
multinucleado como en el E. bieneusi o células
multinucleadas semejantes a cintas como en E.
intestinalis. En humanos luego de la merogonia en
las células susceptibles se puede producir
diseminacion via sanguinea o linfatica (13).
Esporogonia. Los esporontes son estadios previos
a los esporoblastos. Presentan en superficie una
cubierta electrodensa, la cual forma la capa externa
de la espora (exospora). Puede presentar un nucleo
aislado o doble. Algunas veces los esporontes se dividen
por fision binaria en esporoblastos y otros forman
estadios multinucleados (esporogonia plasmodial),

Ciclo devidade los microsporidios.
(Ver explicacion de sus fases en el texto)
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Tomado de lareferencia (10)

Fase infectiva. Fase de merogonia o proliferativa. Fase
esporogonica.

Para mas detalles ver el apartado “Ciclo de vida” en el texto.
F.B=Fisién binaria

F.M= Fision multiple

Vol. 6 - 4, 2002



216

BoTer0 JG., ET. AL.

Caracteristicas morfologicas de microsporidios que infectan el humano

Caracteristica E.bieneusi Encephalitozoon Nosema V. corneae Pleeistophora
Spp. sSpp. Spp.
Tamafio de la 1.1-1.6x 2.0-25x1.0- 2.5-5.0x2.0- 3.8-4-5x0.7-4.3 3.2-3.4x2.8
espora(um) 0.7-1.0 15 25
N° vueltas 5-7 5-7 7-12 9-12
tubulo polar
Nucleo Unicariético Unicariético Diplocariético Diplocariético Unicariético
Vacuola Sin vacuola Vacuola Sinvacuola Sin vacuolaen Vesicula
en contacto parasitofora en contacto contacto directo espordéfora
directo con el septadaenE. directo con el con el citoplasma
citoplasma intestinalis. citoplasma de de la célula del
de la célula la célula del hospedero.
del hospedero.
Rasgos Tabulo polar Esporogonia Esporogonia Plasmodio
Especiales se inicia esporoblastica tetraesporoblastica  esporulado
desde el multinucleado
esponte.

Tomada con algunas modificaciones de la referencia (10).

pasan por procesos de divisién en dos fases o
secuenciales. Las secuencias de division son muy
variadas y caracteristicas de cada género.

Taxonémicamente hablando los microsporidiam
se dividen en dos subordenes basados en la secuencia
de la esporogonia, unas esporas se empaquetan en
vesiculas esporéforas, también conocidas como
membranas panesporoblasticas (suborden
Pansporoblastina) y otras aparecen dispersas en el
citoplasma de la célula hospedera (suborden
Apansporoblastina). Los esporoblastos generalmente
son ovoides y su desarrollo es un proceso de
maduracion hasta convertirse en esporas, tienen
mayor cantidad de reticulo endoplasmico liso y rugoso
y presentan aparato de Golgi responsable en parte
de la formacién del tubo y saco polar, estas vesiculas
se pierden al finalizar el proceso de maduraciény se
unen para formar la vacuola (1, 13).

Todo lo descrito anteriormente corresponde al
phylum Microspora en general. Sin embargo, en lo
gue resta de esta revision haremos mayor énfasis
sobre los microsporidios intestinales Enterocytozoon
bieneusi y Encephalytozoon intestinalis, que son las
especies de microsporidios mas importantes desde
el punto de vista clinico y epidemiolégico.
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Epidemiologia

Prevalencia y distribucion geogréfica

A partir de la descripcion de estos parasitos como
agentes de infeccion humana, el nimero de casos
relatados se ha incrementado notablemente hasta el
punto que la infeccion por microsporidios se le
considera de distribucién cosmopolita. A la fecha han
sido documentados casos en individuos de los cinco
continentes y la inmensa mayoria de éstos son
enfermos con SIDA (14, 15). Este hecho llevé a sugerir
que los microsporidios podian ser parasitos naturales
del humano, causando enfermedad solo en
situaciones de inmunocompromiso (15-17).

Desde el primer reporte de infeccidn intestinal por
microsporidios en 1985, las especies E. bieneusiy E.
Intestinalis han ganado atencién como causa
importante de diarrea persistente en pacientes con
SIDA (17), con recuento de linfocitos CD4 entre 50-
100 por mm? 0 menos (18, 19).

Es importante resaltar que debido a la carencia
de buenos métodos diagndésticos, en un alto
porcentaje de pacientes VIH positivos con diarrea
persistente, no es posible definir la causa de ésta.
Diferentes explicaciones han sido propuestas, la mas



aceptada es que aun existen multiples microorganismos
de dificil identificacion como bacterias, virus y parasitos;
entre éstos Ultimos, se ha asociado como causa de
sindrome diarreico prolongado a los microsporidios
intestinales (20), E. bieneusi y E. Intestinalis (21, 22).
Por esta razén, es necesario establecer una adecuada
herramienta de laboratorio para el diagndstico de
microsporidiosis intestinal y poder realizar la
diferenciacion de especie, con el propésito de que los
clinicos puedan hacer un tratamiento més especifico y
racional.

En el estudio prospectivo de Kotler y Orenstein
(11), en donde se incluyeron 250 pacientes infectados
con VIH, 179 de ellos con SIDA, 194 presentaron
diarrea, en la que los microsporidios fueron los
agentes microbianos mas frecuentes (39% de los
pacientes con SIDA y diarrea); ademas, fue
encontrada una alta tasa de infecciones coexistentes
en el tracto gastrointestinal, entre las cuales se
presenta la criptosporidiosis (23, 24).

En general, existen diferentes series clinicas en las
gue se reportan frecuencias variables de microsporidiosis,
con prevalencias entre el 7 y el 50% (1, 10, 25) en
pacientes con SIDAYy diarrea cronica. Estudios realizados
en Europa y Estados Unidos de Norteamérica, han
revelado cifras entre el 6 al 60%, en este mismo grupo
de pacientes (20). Sin embargo, la infeccién por
microsporidia no es exclusiva del hospedero
inmunocomprometido severo; parece que puede emerger
como infeccién en pacientes sometidos a transplantes
de érganos (26-28), VIH positivos asintomaticos, e
inclusive individuos inmunocompetentes. Lo anterior
conlleva a que la microsporidiosis puede ser mas
frecuente alo estimado hasta la fechay sostiene el escaso
poder patbgeno de este grupo de organismos en
individuos inmunocompetentes (29).

Fuentes de infeccién y mecanismos
de transmision

E. bieneusi ha sido recientemente identificado en
muestras fecales de cerdos (30) y de monos infectados
experimentalmente con el virus de la inmunodeficiencia
simiana y patologia hepatobiliar (31). Asi mismo, E.
intestinalis ha sido identificado recientemente en diferentes
mamiferos, incluyendo hospederos humanos
inmunocompetentes, lo que sugiere un origen zoonotico
de las infecciones por esta especie (1, 30) (10, 32).

Observaciones experimentales y estudios clinico-
patologicos, nos permiten sefialar como posibles
fuentes de infeccion al hombre y a los animales
infectados. Ademas, se implica a la via oral como la
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mas probable para su transmision, debido a la alta
prevalencia de E. bieneusi y E. Intestinalis, y a la
escasa capacidad de diseminacién en el hospedero,
de este primer microsporidio enunciado. Lo anterior
hace suponer que la contaminacion fecal-oral puede
jugar un papel importante en el modo de transmisién
de la microsporidiosis intestinal (1, 26).

Fisiopatologia

Las esporas de los microsporidios invaden los
enterocitos del duodeno y sobre todo del yeyuno;
ademas células epiteliales del tracto biliar (33), se
ubican principalmente en la regién supranuclear o en
la parte apical de la célula. Por un mecanismo a la
fecha pobremente entendido producen atrofia de la
vellosidad, desprendimiento de los enterocitos
infectados (18, 33, 34), fusidn e hiperplasia de criptas.
Ademas, ocasionan disminucién de la actividad
especifica de las disacaridasas del borde en cepillo
con malabsorcion y aunque existe poca reaccién
inflamatoria se observan macréfagos y células
plasmaticas en la lamina propia de la vellosidad (18,
33, 34). Es de anotar que éstos cambios persisten,
aun varios meses después de instaurado el tratamiento
(34). Los hallazgos histopatoldgicos varian desde una
arquitectura normal de las vellosidades hasta una
severa degeneracion epitelial (35, 36).

En pacientes con SIDAy diarrea crénica secundaria
a Enterocytozoon bieneusi se ha descrito la presencia
en material fecal a concentraciones relativamente altas
del Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a), una
citocina proinflamatoria, implicada por lo menos en parte
en el sindrome devastador de estos pacientes (36a).

Con relacién a la infeccién por Encephalitozoon
intestinalis, ademas de lo descrito anteriormente para
los microsporidios en general, en los humanos produce
necrosis del intestino delgado y tracto biliar, seguido
por diseminacion a diferentes 6rganos como rifion,
higado y cerebro entre los mas frecuentes (36a).

Respuesta inmune

Como se menciond con anterioridad, la infeccion
por microsporidios no es exclusiva del hospedero
severamente inmunocomprometido (27, 28, 37); porque
cuando existe una respuesta inmune balanceada, se
sugiere que los microsporidios permanecen por largos
periodos de latencia al interior del enterocito, sin
presentacion de ninguna manifestacion clinica.

Los pacientes con SIDA se caracterizan por presentar
infecciones oportunistas secundarias que se originan
como consecuencia de la pérdida en el nimero y la
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funcién de los linfocitos CD4 a causa de la infeccion
con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, VIH
(4, 38). Este puede infectar y alterar macroéfagos,
células presentadoras de antigenos como células
dendriticas y de Langerhans, ademas los linfocitos T
CD8, importantes en lainmunidad celular, haciéndolos
mas susceptibles a otras infecciones por parasitos
oportunistas como Microsporidios (39) Cryptospordium,
Isospora, Cyclospora (21), aunque este Ultimo puede
infectar también un numero considerable de
hospederos inmunocompetentes.

Existen evidencias en humanos que sugieren que
los pacientes con inmunodeficiencia celular severa
presentan mayor riesgo para desarrollar enfermedad
por microsporidios (39-42). Sin embargo, no es claro
si la enfermedad se debe a una reactivacion de una
infeccién latente adquirida antes de que ocurra la
inmunosupresion o si ésta es causada por infeccién
reciente. Faltan estudios que nos ayuden a elucidar
éstos y otros datos como el origen de la infeccién, las
fuentes de contaminacidn, las interacciones parasito-
hospedero y la regulacion del sistema inmunoldgico
en el control de la enfermedad.

La respuestainmune generada durante la infeccion
natural con E. bieneusi y E. intestinalis ha sido poco
estudiada. En animales de experimentacion se ha
observado que la infeccién con Microsporidium induce
la produccién de anticuerpos, pero éstos parecen no
ser protectores debido a que no inducen la destruccion
del parasito por medio de los macréfagos (43, 44),
por el contrario, en individuos con compromiso de la
inmunidad celular, la persistencia de éstos es un reflejo
de la cronicidad de la infeccion (43).

Los eventos inmunologicos de la microsporidiosis
conocidos hasta la fecha, se basan principalmente
en modelos experimentales en animales infectados
con E. cuniculi (41, 42, 45), parasito que infectan
roedores y en ocasiones al hombre, que estan
estrechamente relacionados con otros microsporidios
como E. intestinalis.

En el estudio de diversas enfermedades
parasitarias la utilizacion del modelo experimental ha
permitido reproducir en el laboratorio los eventos
biolégicos que tienen lugar durante la infeccion
humana. Se ha logrado establecer que en las
enfermedades infecciosas las citocinas IFN-ye IL-4 tienen
un importante papel en la inmunoregulacion (46)%. En la
microsporidiosis los ratones C57BL/6 han sido de gran
importancia para la adquisicién de nuevos conocimientos
sobre los mecanismos biolégicos asociados con
resistencia o susceptibilidad. En ratones resistentes se
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presenta una inmunidad celular caracterizada por la
linfoproliferacion a antigenos de Microsporidiumy un perfil
de citocinas de tipo Thl, con produccion de IFN-y, IL-2,
IL-12 (14, 40, 46, 47). En los animales susceptibles el
predominio de citocinas es de tipo Th2, lo que se asocia
con la persistencia del parasito y por consiguiente, de la
enfermedad.

Los estudios realizados en células esplénicas de
ratones inmunocompetentes infectados experimental-
mente con E. cuniculi y E. intestinalis demuestran la
importancia del IFN-yen larespuesta inmune protectora
contra los microspordios, dado que cuando se utiliza
ratones knockout para IFN-g desarrollan la enfermedad,
mientras que los animales silvestres son capaces de
eliminar la infeccion (41, 43, 46, 48-50). Esta proteccion
parece ser mediada por la activacion de los macréfagos
y el incremento en la produccién de Oxido Nitrico, NOS,
aunque los estudios de Khan I. y Moretto M (41) 1999,
no pudieron demostrarlo al retar con E. cuniculi ratones
knockout para la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS"), ya que estos ratones sobrevivieron a dosis muy
altas con el in6culo de infeccion, similar a la de los
animales silvestres. En contraste, en este mismo estudio,
los ratones que carecian de los genes de IFN-yo IL-12
fueron incapaces de sobrevivir ain a dosis muy bajas
de indculo.

En animales inmunosuprimidos se ha descrito una
respuesta inmune humoral de tipo Th2 con produccién
elevada de IL 4 e IL10. Fakhry (46)* Y. y col 2001,
utilizando el sobrenadante en cultivo células esplénicas
de ratones genéticamente manipulados, negativos para
el receptor del IFN-y (IFN-y R%°) e infectados con E.
intestinalis, demostraron que los niveles de IL-4 e IL-10,
en esta clase de ratones, eran més elevados que en los
ratones silvestres.

Contodas las evidencias anteriores puede resumirse,
al menos en el modelo murino manipulado
genéticamente, que la respuesta inmune protectora
contra la infeccion por E. intestinalis y posiblemente para
la gran mayoria de los microsporidios es la mediada
por células tipo Thl, con predominio en la produccion
de IFN-ye IL-2. Sin embargo, hasta la fecha no existen
reportes en modelos murinos donde se evalle la
respuesta inmune Thl y Th2 en ratones
inmunosuprimidos experimentalmente, como un
intento de simular la inmunosupresion natural
ocasionada por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana, debido a que este virus, como se mencion6
anteriormente, produce disminucion progresiva de los
LT CD4*y se ha observado que cuando éstos caen por
debajo de 50 células/ml los pacientes presentan cuadros



clinicos de diarrea crénica secundaria a microsporidios
como el E. intestinalis'®? entre otros. Por estas
razones se hace necesario estudiar la respuesta
inmune en el modelo murino, inmunocompetentes e
inmunosuprimidos experimentalmente, infectados con
E. intestinalis, como una aproximacion a lo que puede
estar ocurriendo en forma “natural” en el hospedero
inmunocomprometido por el VIH.

Manifestaciones clinicas

Los sintomas caracteristicos son pérdida de peso,
malabsorcion -manifestada en los niveles
subnormales de d-xilosa y vitamina B, ,, observados
en algunos pacientes-, diarrea persistente, acuosa,
abundante, no sanguinolenta, sin moco, sin leucocitos,
lientérica y mas frecuente en la mafiana. Dicho cuadro
diarreico puede ocasionar deshidratacion y debilidad
marcada. Algunas veces puede presentarse anorexia
y dolor abdominal antes de la deposicion (11, 18, 21, 35,
51, 52).

Puede presentarse concomitantemente colangitis
(19)¢ causada por el parasito, se manifiesta con dolor
en el cuadrante superior derecho, el ultrasonido revela
dilatacion biliar y el laboratorio niveles elevados de
fosfatasa alcalina y gg- glutaril transferasa (21, 22, 53).

En el 50% de los casos de pacientes con SIDA 'y
diarrea crénica, se desconoce la etiologia de dicho
proceso diarreico. No obstante, en los Gltimos estudios
se ha encontrado la presencia de Enterocytozoon
bieneusiy Encephalytozoon intestinalis como agentes
causales de estos casos diarreicos, que anteriormente
eran considerados de origen desconocido (7, 33, 51).

Diagndstico

E. bieneusi y E. intestinalis parasitan primariamente
los enterocitos del intestino delgado (13), sin embargo,
pueden diseminarse a otros tejidos como vias biliares,
pulmoén, tracto genitourinario, entre otros. La
diseminacién se presenta con mayor frecuencia en las
infecciones por E. Intestinalis (54), debido a su capacidad
de invadir macrofagos y células endoteliales, por
consiguiente, estas dos especies parasitarias pueden
ser encontradas en muestras de materia fecal, aspirado
duodenal, fluido broncoalveolar, orina entre otras (23,
24, 54).

El diagndstico de microsporidiosis ha sido dificil por
diferentes razones, entre las méas importantes estan:
tamafio muy pequefio (1 a 2 mmm), su forma de espora
gue la hace facilmente confundible con hongos,
distribuciéon en empalizadas; por lo tanto, pueden
diagnosticarse como bacterias u otros artefactos.
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Ademds, poseen propiedades de coloracién variable
y producen una respuesta inflamatoria minima en el
hospedero (23, 24). Los coprolégicos seriados
convencionales son leidos como negativos y no
aportan ninguna informacion que sirva para sospechar
la presencia de esta clase de parasito intestinal, no
obstante, con los antecedentes clinicos de un paciente
con diarrea prolongada, VIH positivo y un coproldgico
hecho con coloraciones especiales para Cryptospori-
dium spp,. Negativo, se debe sospechar la presencia
de microsporidiosis intestinal.

Inicialmente el diagndstico por laboratorio se
realizaba con la obtencién de biopsias de intestino
delgado (21) y su posterior evaluacion a través del
microscopio electronico, en donde se observan los
microorganismos en la regién supranuclear de la
célula epitelial. Este procedimiento es invasivo,
implica personal muy entrenado, inversion de gran
cantidad de tiempo por prueba, utilizacion de equipos
de alta tecnologia y altos costos.

En la actualidad se utiliza la deteccién de esporas
en muestras de materia fecal (23, 55-59) o aspirado
duodenal (60), por medio de las técnicas de
coloracion, tricromica modificada por Weber (61),
quick-hot gram-chromotropo (1, 56) y el método de
tincion por fluorescencia (59, 62-64). Ver anexo
(Protocolos de los métodos por tincién).

No obstante en los ultimos afios se ha venido
empleando la técnica de quick-hot gram-cromotropo,
aunque también es una prueba de coloracion, su
sensibilidad y especificidad son ligeramente
superiores a las técnicas anteriormente relacionadas,
ademas es una prueba rapida, sencilla desde el punto
de vista técnico y economica (55).

La coloracion tricromica emplea cromotropo que
permite la observacion con microscopio de luz, las
esporas se colorean rosado claro con un fondo verde
azul, algunas aparecen transparentes, pero la mayoria
muestran una pequefia linea central que corresponde
al tibulo polar, lo que confirma el diagnéstico de
microsporidios intestinales (13, 21, 35, 51, 65). La
prueba del quick-hot utiliza ademés del cromotropo
la tincién de Gram, por lo tanto las esporas se tifien
de violeta oscuro, muestran como minimo uno de los
rasgos estructurales caracteristicos de los
microsporidios y ademas se observan las esporas
como granulos gram positivos. En la técnica por
fluorescencia el extendido de la muestra de materia
fecal se fija a la placa con etanol, se emplea el
calcofluor y luego se observan al microscopio de
fluorescencia (54, 64, 66).
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Aungue hasta la fecha, existen datos muy limitados
acerca de la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de las técnicas por coloracion, el trabajo
de Ignatius y colaboradores (55), 1997, como uno de
los més representativos, reporta una sensibilidad del
88% para la coloracién tricromica modificada versus
73% por la técnica de fluorescencia con uvitex® y
una especificidad del 88% por ambos métodos
diagnésticos. Los valores predictivos positivos y
negativos por fluorescencia fueron de 88% y 76%,
respectivamente. Estos mismos valores fueron del
88% en el caso de la coloracion tricromica modificada,
por consiguiente, estas dos pruebas pueden ser
comparables.

El diagndstico general de microsporidiosis se hace
por medio del microscopio de luz o fluorescencia, a
través de las técnicas mencionadas con anterioridad;
sin embargo, con estas técnicas no es posible realizar
la diferenciacion de especie, E. bieneusi o E.
intestinalis, indispensable para el adecuado manejo
y tratamiento de los pacientes con diarrea persistente
ocasionada por alguno de estos microorganismos (11,
37, 64, 67, 68).

La diferenciacién de la especie es solo posible
por medio de las técnicas de inmunofluorescencia
indirecta, con el empleo de anticuerpos policlonales
o0 monoclonales (69) dirigidos contra cada una de estas
especies de microsporidios intestinales (63, 64, 70) o
por el uso de la PCR (68, 71-75), que amplifica
segmentos de acidos nucleicos al utilizar
oligonucledtidos (iniciadores), con secuencias
especificas que reconocen de manera exclusiva cada
una de las especies de microsporidios intestinales
implicadas, sin presentar reacciones cruzadas entre
los microsporidios intestinales o de otras
localizaciones (1). Una vez implementada la técnica
de PCR, es rapida, sensible y espécifica comparada
con las técnicas inmunofluorescentes; por esta razon,
la PCR se constituye en una herramienta diagnostica
atractiva, para su empleo en la determinacién
especifica de especie de microsporidios intestinales,
bajo condiciones de laboratorio en su uso cotidiano
(5, 18, 68, 76, 77).

En resumen, es importante resaltar que las pruebas
por tincién son necesarias para el diagndstico inicial
de microsporidiosis intestinal, pero son incapaces de
realizar diferenciacion de especie. Esto solo es posible
alafecha por medio de microscopia electrénica o mejor
aun utilizando la PCR (78). La diferenciacion de especie
constituye un hecho deseable para un mejor abordaje
terapéutico de los pacientes y su manejo adecuado y
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racional. Ademas se debe establecer la especie con el
propdsito de conocer la epidemiologia real de cada
uno de los microsporidios implicados en infecciones
del tracto gastrointestinal; por estas razones se hace
indispensable realizar el diagndstico general de la
microsporidiosis intestinal, a través de las pruebas por
tincion y luego realizar la identificacion de la especie
implicada, por el método de la PCR (76,77).

La ausencia general en nuestro medio, de un
método diagnostico simple para la identificacion de
los microsporidios, ha limitado en gran medida nuestro
conocimiento de la prevalencia de esta infeccién
parasitaria en el medio, de su comportamiento en
diferentes hospederos, inmunocompetente e
inmunocomprometido, ademas de la incapacidad de
establecer diagnésticos etioldgicos en infecciones
inaparentes, subclinicas y clinicas. De otro lado, la
carencia de una buena herramienta diagndstica hace
que la mayoria de pacientes inmunocomprometidos,
principalmente VIH positivos que consultan por
procesos diarreicos prolongados, no se les reconozca
la causa de su proceso y por lo tanto, su tratamiento y
manejo no son los méas adecuados.

Por lo anteriormente expuesto se hace necesario
en nuestro medio, inicialmente, estandarizar métodos
diagnésticos para la deteccion de microsporidiosis
intestinal, por medio de las técnicas por tincion como el
quick-hot gram-chromotropo o fluorescentes por blanco
de calcofluor y posteriormente realizar la identificacion
de especie por medio de la técnica de la PCR.

Tratamiento

El metronidazol ha sido utilizado con relativa
eficacia a la dosis de 500 mg tres veces por dia (79),
mejora la sintomatologia, la diarrea puede
desaparecer o al menos disminuye la frecuencia, la
pérdida de peso también presenta disminucién, pero
después del tratamiento se continlan observando los
parasitos en el enterocito, lo que indica que la infeccion
no es erradicada; sin embargo, este medicamento es
ligeramente mas efectivo para E. bieneusi que para
E. intestinalis, para el cual ha resultado ser mas (til el
albendazol 800 mg/dia (79-81). Por lo tanto, es
importante realizar el diagndstico general de
microsporidiosis por medio de las pruebas por tincion
y luego hacer la diferenciacion de especie por medio
de la PCR.

En pacientes con microsporidiosis intestinal, se
recomienda conjuntamente con el tratamiento
farmacold6gico, suministrar terapia y suplementacion
nutricional, baja en grasa y con carbohidratos simples,



aligual que ofrecer liquidos para hidratacion oral o parenteral
segun el caso. Con este manejo adicional la mayoria de
pacientes con sindrome de malabsorcion presentan
considerables beneficios (5, 18, 33, 35, 36, 82).

Conclusion

Los microsporidios son actualmente reconocidos
como agentes emergentes y reemergentes de
enfermedades infecciosas en los seres humanos,
especialmente desde el advenimiento de la pandemia
del VIH. Por lo tanto, debe ser considerado un agente
oportunista, aunque en diferentes casos ha sido
informado en individuos inmunocompetentes.

En la actualidad solo Enterocytozoon bieneusi y
Encephalitozoon intestinalis han sido reconocidas con
capacidad de infectar el tracto gastrointestinal y ambos
parasitos pueden ocasionar dolor abdominal, diarrea,
malabsorciény perdida de peso en pacientes con SIDA.

Es importante resaltar que con el desarrollo de
nuevos métodos diagnésticos, se ha logrado
caracterizar y profundizar en el conocimiento de la
biologia, epidemiologia y fisiopatologia de la
microsporidiosis, lo cual sera de gran utilidad para la
evaluacion de factores de riesgo, la identificacion de
estrategias terapéuticas y profilacticas. &

Abstract

Intestinal microsporidiosis is the infection of
upper gastrointestinal tract, generated by
microsporidios species, Enterocytozoon bieneusi
and Encephalytozoon intestinalis, belonging to
phylum Microspora, that in immunocompromised
host, specially with Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS), produce chronic diarrhea and
malabsorption. However, this review focus on about
some aspects such as biological, historic,
fisiopatologic, immunological, epidemiological,
clinic and treatment. Method: This review was
made through of the research on MEDLINE and
PUBMED since 1981 to present. Key words:
Microsporidiosis, microsporidia, Enterocytozoon
bieneusi, Encephalytozoon intestinalis, AIDS, quick-
hot gram-cromotropo, Diarrhea.
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Anexo

Protocolos de los métodos por
tincion para la evaluacién de
microsporidios intestinales

Tincién de gram-chromothropo (Quick-hot)®®

Primero se realiza la tinciobn de Gram de la
siguiente manera:

1. Tefir las placas con los extendidos de materia
fecal en violeta de genciana durante 30
segundos.

2. Lavar el exceso de colorante con agua de chorro.

3. Introducir las placas en solucion de lugol durante
30 segundos.

4. Retirar el exceso de lugol por arrastre con una
solucidén decolorante.

5. Lavar con agua de chorro para retirar el exceso
de la solucion decolorante.

Seguidamente se hace la tinciéon con
chromothropo como sigue:

6. Sumergir las placas en chromothropo caliente
(50-55°C), durante dos minutos.

7. Decolorar con alcohol &acido durante tres
segundos.

8. Deshidratar con alcohol etilico al 95% durante
30 segundos.

9. Deshidratar dos veces (30 segundos cada vez),
con alcohol etilico puro.

10.Dejar secar y montar con Cytosel 607 (Stephens
Scientific) o similar.

Tincién con marcadores fluorescentes®®

1. Dispensar sobre lamuestra una solucion de Calcofluor-
White® (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) al
1% en PBS 0.001 M, pH 7.6.

2. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente
€en cuarto oscuro.

3. Lavarcon PBS 0.001 M, pH 7.6 durante cinco minutos
(tres veces).

4. Dispensar una solucién de azul de Evans al 0.2% (p/v).

5. Lavarcon PBS 0.001 M, pH 7.6 durante cinco minutos
(tres veces).

6. Dejar secar y montar.

7. Examinar en microscopio de fluorescencia (Leitz,
Labourlux KR) a una longitud de onda de 320-380 nm.
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Soluciones utilizadas en los métodos de Solucién decolorante

222

tincién Acetona 50 ml
Alcohol etilico al 95% 50 mi
Solucion de chromotropo (Modificada por Moura y
col, 1996). Solucién lugol
Chromotropo 2R* 1049 Cristales de iodo 0.33 g
Fast Green 015 g loduro potasico 0.66 g
Acido fosfotlingstico 025 g Agua destilada csp 100 ml
Acido acético glacial 3.0 ml
Agua destilada csp 100 ml Ejemplos de esporas de microsporidios
intestinales (E. bieneusiy E. intestinalis) detectadas
Solucidn alcohol-acido. por medio de los métodos por tincién descritos,
Alcohol etilico al 90% 995.5 ml pueden ser observadas en la direccion de la red
Acido acético glacial 4.5 ml electrénica siguiente:
Solucién de cristal violeta http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/
Cristal violeta 059 ImageLibrary/Microsporidiosis_il.htm
Oxalato amonico 08 g

Metanol 20 ml
Agua destilada csp 100 ml
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