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Resumen

Las microsporidiosis intestinales son infecciones emergentes oportunistas causante de diarrea en
inmunocompetentes e inmunodeprimidos, atribuibles principalmente a Enterocytozoon bieneusi
y Encephalitozoon intestinalis. En general el diagnostico de los mismos es complejo debido a su
pequefio tamafio, existiendo multiples técnicas especificas para la deteccion de este
microorganismo. Teniendo como objetivo revisar y resefiar las diferentes técnicas utilizadas a
nivel mundial, analizando su rendimiento y aplicabilidad en nuestro medio, se realiz6 una
busqueda bibliografica en diferentes bases de datos online. Se seleccionaron 17 articulos que
cumplian con los criterios de busqueda definidos y a partir de los mismos se realiz6 una tabla
analizando sus principales caracteristicas. El rendimiento de las técnicas fue comparado en una
segunda tabla con los datos de los articulos aportaban este tipo de informacién, principalmente
contrastando valores de sensibilidad y especificidad. La mayoria de los articulos coincidia en
que las técnicas de tincion como Tricromica modificada de Weber son suficientes para el
diagnoéstico de microsporidiosis. También coinciden en la importancia de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) como método de identificacion de especie, resaltando su utilidad en
epidemiologia y fundamentalmente en el tratamiento. Concluimos que el tener técnicos y
profesionales capacitados en la utilizacion de métodos de tincion es suficiente para el
diagnostico. Mayor investigacion respecto a aplicabilidad y costo beneficio del PCR podrian ser

utiles a futuro en vistas a la importancia de la determinacion de especie.

Palabras Clave: microsporidiosis, intestinal, humanos, técnicas diagnosticas.

Introduccion (Marco Teorico)

Los Microsporidios son parasitos oportunistas intracelulares obligados eucariotas, carentes de
mitocondrias, con ciclos complejos, formadores de pequefias esporas unicelulares resistentes
(1). Fueron recientemente incluidos en el reino Fungi. Ocho géneros y catorce especies estan
asociados con infecciones humanas, de los cuales Enterocytozoon bieneusi (E. bieneusi) y
Encephalitozoon intestinalis (E. intestinalis) son los mas comunmente reportados en
enfermedades gastrointestinales (2). Encephalitozoon cuniculi y Encephalitozoom hellem son
menos frecuentes.

Afectan a diferentes hospederos incluidos vertebrados e invertebrados. Surgieron como
patogenos oportunistas en humanos durante la pandemia del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) y también en pacientes trasplantados. E. bieneusi fue descrito por primera

vez en asociacion con malabsorcion y diarrea en pacientes con SIDA en 1985(2). La deteccion



de E.bieneusi en pacientes inmunocompetentes fue recientemente descrita. Fueron encontradas
en enterocitos y en células de la ldmina propia como asi también en células epiteliales del arbol
biliar, en los tabulos renales, epitelio bronquial y epitelio nasal(2).

Las infecciones causadas por FE.intestinalis son tratadas con Albendazol, mientras que
Fumagilina mostro6 ser efectivo para la erradicacion de E.bieneusi. Por lo tanto la identificacion

de especies constituye un pilar fundamental para lograr un tratamiento adecuado (3).

Manifestaciones clinicas

En inmunocompetentes causan generalmente diarrea acuosa autolimitada, mientras que en
inmunocomprometidos fueron reconocidos como patdégenos oportunistas causantes de diarrea
cronica.

E. bieneusi suele producir diarreas acuosas sin sangre, anorexia, pérdida de peso y edema
intestinal mientras E. infestinalis puede diseminarse sistémicamente a través de macrofagos
migrantes.

Algunos pacientes experimentan diarreas intermitentes. Las heces son liquidas o pastosas, la
diarrea empeora con la ingesta de la mayoria de los alimentos, con frecuencia los pacientes
reportan dolor abdominal o nduseas y vomitos. La diarrea es debilitante y la pérdida de peso
conduce a caquexia, la cual es una causa importante o co-factor para la muerte (4).

En cuanto a la patogenia, caracteristicamente producen alteraciones en las vellosidades del
intestino delgado y activacion de la respuesta inflamatoria. Pueden afectar al sistema nervioso
central y otros 6rganos como higado, pancreas, ojos, musculos, tractos respiratorio y urinario
(5).

Epidemiologia en Uruguay

En abril de 1998 se comenzaron a implementar técnicas de coloraciéon para esporas de
microsporidios, como Gram-cromotrope y tricromica modificada en el Departamento de
Parasitologia y Micologia de la Facultad de Medicina (6).

El primer caso de microsporidiosis intestinal del Uruguay fue diagnosticado en el 1999 en un
paciente portador de diarrea cronica y con diagnoéstico de virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) en etapa SIDA. El método utilizado fue frotis de heces coloreado con Gram-cromotrope y
tricromica modificada. El diagnoéstico fue confirmado en el Center for Disease Control (CDC)
de Estados Unidos (6).

En 2002 el Hospital Pereira Rossell realizdé diagnostico de microsporidiosis en nifios VIH
positivos y niflos inmunocompetentes con diarrea mediante métodos de tincion. De 304
muestras 15 resultaron positivas (7).

En ese mismo afio se propone un algoritmo para diagnostico de enteroparasitosis en nifios el
cual incluye la técnica tricromica para microsporidios (8).

En el 2006 el Departamento de Parasitologia y Micologia del Instituto de Higiene comienza a

implementar una técnica de coloracion para el diagnostico simultineo de coccidios y



microsporidios por medio de la técnica combinada de fucsina y Tricromica modificada de
Didier.

Segun el estudio esta coloracion se puede realizar en 45 minutos, siendo de bajo costo y facil
reproducibilidad, obteniendo buenos resultados(9).

En el afio 2008 un estudio retrospectivo de la Seccion Parasitologia y Micologia del CHPR
sobre el diagndstico de enteroparasitos en nifios relata el hallazgo de esporas de microsporidios
en coproparasitarios recolectados entre los anos 2006 y 2007. El mismo concluye que los
parasitos oportunistas mas frecuentes fueron Cryptosporidium spp. y microsporidios (10).

Un estudio realizado en pacientes VIH/SIDA asistidos en el Servicio de Enfermedades Infecto
Contagiosas (SEIC) de ASSE entre marzo de 2009 y agosto de 2010 concluyo también que los
Microsporidios y Cryptosporidium spp fueron los agentes oportunistas mas diagnosticados, se
hallaron con mayor frecuencia en individuos con diarrea y con menos de 200 CD4+ y que el uso
de terapia antiretroviral (TARV) disminuye su frecuencia (11).

Entre 2010 y 2014 se realizo un estudio buscando enteropatoégenos en los pacientes VIH/SIDA
que fueron atendidos en el SEIC. Se estudiaron 142 pacientes de los cuales un 5.6% presentaban
infeccion por microsporidios detectada por técnica tricromica de Weber. El estudio concluye
que la diarrea sigue siendo un problema frecuente en este tipo de pacientes y recomienda la
utilizacion del examen coproparasitario con coloraciones especificas para coccidios y
microsporidios que fueron los mas prevalentes (12).

Actualmente en nuestro pais se realiza diagnostico de microsporidiosis a partir de técnicas de
microscopia oOptica. Estas técnicas no permiten definir género ni especie. Se realizan inicamente
en el Departamento de Parasitologia y Micologia del Instlituto de Higiene y en el Centro
Hospitalario Pereira Rossell.

Diagnostico

El diagnéstico de la microsporidiosis ha sido dificil de realizar por diversas razones, entre las
mas importantes estan su tamafio muy pequefio (1-2 micras de longitud) y su forma de espora
que las hace confundible con otros patdégenos bacterianos. Se pueden utilizar diferentes tipos de
muestras para diagnostico de microsporidiosis, tales como: materia fecal, orina, biopsia, esputo
o lavado broncoalveolar, lavado bronquial, conjuntival, nasal, liquido cefaloraquideo, etc.
(2,13).

Los estudios coprologicos convencionales, es decir sin realizar las técnicas de tincion
especificas, son leidos como negativos y no aportan ninguna informaciéon que sirva para
sospechar la presencia de esta clase de parasito intestinal (4,14,15).

Se han propuesto diferentes coloraciones para la identificacion de los esporos de microsporidios
en materia fecal, entre las que se destacan: Tricromica modificada de Weber o de Ryan, Gram-
cromotropo rapida caliente, tinciones con fluorocromos Calcofluor blanco y Uvitex 2B (14,15).

La diferencia entre el tamafio de las esporas de Enterocytozoon y Encephalitozoon spp, permite



establecer un diagnoéstico diferencial tentativo entre los géneros, pero éste debe confirmarse
mediante microscopia electronica o mediante técnicas de biologia molecular: PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) , FISH (hibridaciéon fluorescente in situ), métodos basados en la
identificacion de antigeno como IFAT (prueba de anticuerpos por inmunofuorescencia), ELISA
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) e Inmunoblot, estos utilizan anticuerpos de
animales experimentalmente inmunizados para reconocer antigenos especificos(1,4,14,16,17).
La diferenciacion de especie constituye un hecho deseable para un mejor abordaje terapéutico
de los pacientes, al igual que permite un manejo mas racional (5).

Técnicas de Microscopia Optica:

La demostracion a través del microscopio de luz se logra con métodos de tincidon que generan
contraste diferencial entre las esporas del microorganismo y las células presentes en las
muestras clinicas (16).

Tricrémica: emplea Cromotropo 2R, 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 tubulo polar lo que confirma el diagnéstico de microsporidiosis intestinal.
Existen varias modificaciones de la Tricromica incluyendo cambios en la temperatura de la
solucion de tincion y tiempo de tincion: modificacion de Weber (1992)(18), Ryan (1993)(19),
Kokoskin (1994)(20) y Didier (1995)(21) (2,13,15).

Gram-cromotrope rapida caliente: las esporas se tifien de violeta oscuro, muestran como minimo

uno de los rasgos estructurales de los microsporidios y ademas se observan las esporas como
granulos Gram positivos (15).

Giemsa: A pesar de que las esporas de los microsporidios pueden resultar celestes, resulta dificil
diferenciarlas del resto de los elementos presentes en los frotis (13).

Plata metamina de Grocott: Los componentes de mucopolisacaridos de la pared celular se
oxidan para liberar los grupos aldehido. Los grupos aldehido reaccionan entonces con el nitrato
de plata, reduciéndolo a una plata metalica, lo que los hace visibles de color oscuro, pero de esta
manera se tifien también elementos fungicos lo que puede llevar a confusién en el diagnostico
(22).

Hematoxilina Eosina: A pesar de que los organismos se han identificado en preparaciones de
tejidos histoldgicos de rutina, no tienden a manchar con resultados predecibles. Solamente
patologos experimentados han sido capaces de identificar microsporidios utilizando esta técnica
(13).

Tinciones Fluorescentes (Calcofluor blanco y Uvitex 2B): son tinciones que requieren para su
lectura el uso de un microscopio de fluorescencia, dependiendo del agente usado y la longitud
de onda sera la fluorescencia de la pared de la espora del microsporidio. Estos colorantes se
unen a la pared quitinosa de la espora (13,15,16,23,24).

Técnicas de Microscopia Electronica: es considerado el estandar de oro (Gold standard) para

la confirmacion del diagnoéstico y la identificacion de la especie de microsporidio, permitiendo



observar la ultraestructura del microorganismo incluyendo los tubos polares enrollados y otros
caracteres estructurales especificos de cada especie. Esta opcion no estd disponible en la gran
mayoria de los laboratorios por su infraestructura y costo elevado (2,13,17,24).

Técni lecul .

PCR: amplifica segmentos de acidos nucleicos al utilizar oligonucledtidos, 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.
Es una técnica rapida, sensible y especifica, pero de alto costo (15,17).

FISH: utiliza una sonda marcada con fluorescencia que se une al acido nucleico complementario
(ADN o ARN) en el espécimen.

A pesar de ser un procedimiento atractivo y que brinda informacion especifica, resulta laborioso
y desafiante, requiriendo multiples pasos previos a la visualizacion en el microscopio de

fluorescencia y es menos sensible que el PCR (17).

Método de Rinder y Liguori: Esta basado en la secuenciacion de la region ITS interna 243

pb. Ha puesto de manifiesto una considerable diversidad genética dentro de E. bieneusi
que aislaron mas de 50 genotipos distintos reportados hasta la fecha en seres humanos y

animales (5).

M¢étodos basados en identificacion de antigenos:

IFAT/ELISA: utilizan anticuerpos de animales experimentalmente inmunizados para reconocer
antigenos especificos caracteristicos de patdgenos. Los anticuerpos pueden ser policlonales (por
ejemplo, purificados a partir de suero animal y dirigidos contra de varios epitopos de la
proteina) o monoclonales (purificados a partir de sobrenadantes de cultivo celular).

Se han desarrollado una serie de estos contra microsporidios que infectan humanos. Mas a
menudo estos anticuerpos se han dirigido contra la pared de esporas o el tubo polar de los

microsporidios (17).

Objetivos

Objetivo general

Revisar y resefar las diferentes técnicas utilizadas a nivel mundial hasta el momento para el
diagnoéstico de microsporidiosis intestinal.

Objetivos especificos

1.- Describir y comparar las diferentes técnicas diagnosticas encontradas y analizar su
rendimiento y aplicabilidad en el medio.

2.- Analizar cual de las técnicas obtiene mejor rendimiento.

3.- Recomendar posibles técnicas a incorporar en nuestro medio.



Resultados

Se realiz6 una busqueda bibliografica en cuatro etapas, en la primera empleamos diferentes
bases de datos online como Timbo, Medline, Pubmed, Scielo, Embase, Cochrane, Lilacs,
Popline y Latindex, utilizando como palabras claves microsporidiosis, intestinal, human y
diagnosis e incluyendo los articulos publicados a partir del afio 2010. A partir de esta obtuvimos
solo nueve articulos que lidiaban con el diagndstico de este microorganismo.

Por esto decidimos ampliar la fecha de publicacion al afio 2000, obteniendo asi treinta articulos.
Tras realizar una primera lectura de los mismos detectamos que muchos de ellos hacian
referencia al diagnostico de microsporidiosis solamente mencionando que es laboratorial, sin
profundizar en las técnicas disponibles. Por lo cual no nos aportaban informacion util para
nuestra revision.

Luego de esta seleccion utilizamos las referencias de los articulos seleccionados que tenian
fecha de publicacion mas actual para obtener nuevos articulos.

Finalmente realizamos una busqueda en base a los nombres de las especies y por ultimo una
busqueda en la base de datos de Mendeley con las mismas palabras claves.

Obtuvimos un total de diecisiete articulos que contribuian con informacion util sobre el
diagnoéstico de microsporidiosis, a partir de los cuales se trabajo en la revision. Los articulos que
aportaban informacion epidemiologica, historica, de situacion regional y descripcion de técnicas
diagnosticas fueron utilizados para la realizacion del marco tedrico.

Se realizd una lectura meticulosa de todos los articulos a utilizar, y a partir de los mismos
confeccionamos una tabla (Tablal) en la cual se especifico: pais de procedencia, fecha

de publicacion, técnicas a comparar, tipo de poblacion, tipo de muestra y especies encontradas.
De los diecisiete articulos obtenidos catorce utilizaron PCR, la mayoria asociado a otras
técnicas(4,5,14,23,25,34). Solo dos articulos utilizaron esta técnica de forma exclusiva. Estos
fueron realizados en Corea (33) y Venezuela (14) en 2015 y 2013 respectivamente. Ambos
utilizan el PCR para diagnosticar microsporidios en pacientes VIH positivos, en el caso del
estudio coreano eran pacientes portadores de diarrea crénica. Lo interesante de este segundo
articulo fue su investigacion respecto al suelo, en un pais donde no hay reportes previos de
infeccion por microsporidios en humanos (si en animales y fuentes de agua). De todos modos

este articulo se basa primordialmente en la epidemiologia de la Microsporidiosis Intestinal y sus
fuentes de infeccion mas que en el analisis de la técnica utilizada. Del total de articulos, quince

emplearon distintos tipos de tinciones como Tricromica modificada de Weber y sus
modificaciones, Hot cromotrope Kokoskin, Gram-cromotrope, Hematoxilina y eosina, Gram-
cromotrope rapida caliente, plata metamina de Grocott, Giemsa, tincion de fluorescencia con

Uvitex 2B, tincion de fluorescencia con Calcofluor blanco (1,3,4,23,25-28,35).
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Tabla 1. Resultado de la busqueda bibliogrdfica sobre diagnostico de microsporidiosis

intestinales. Montevideo, 2016.

Otros cuatro aplicaron la IFAT. Uno de ellos realizado en Malasia en 2011 en pacientes
inmunocompetentes compara la validez de la determinacion de microsporidiosis intestinal entre
IFAT y la Tricromica modificada de Weber, tomando esta ltima como referencia.

Un estudio realizado en Mali en 2002 en pacientes VIH y nifios utiliza IFAT, Uvitex 2B y PCR.
Tomando PCR como referencia compara las distintas técnicas en especificidad, sensibilidad y
realiza comentarios sobre los costos y el tiempo que requiere cada una de ellas. Por otro lado el
autor brinda su opinidn sobre los distintos aspectos que pueden influir a la hora de detectar estos
microorganismos, como pasa en casos que se utilizan tinciones que pueden tefiir también
levaduras y disminuir la especificidad del estudio (26). Por otro lado, el realizado en Nigeria, un
pais en vias de desarrollo, compara Tricromica modificada de Weber, IFAT y PCR, centrando su
analisis en la epidemiologia y enfatizando en que son enfermedades infecciosas que van

aumentando su prevalencia en este tipo de regiones (31). El cuarto articulo que utiliza IFAT fue



realizado en Republica Checa en 2011 en poblacién inmunocompetente y utiliza también PCR y
calcofluor blanco (30).

El estudio realizado en Brasil en pacientes VIH positivos con diarrea analizdo muestras fecales y
biopsias intestinales para el diagnostico de patdogenos entre ellos de microsporidios. Utilizaron
diversas técnicas como: Tricrémica modificada de Weber, Gram-cromotrope, Hematoxilina-
eosina, Plata Metamina de Grocott, Giemsa y PCR(30).

Uno de los articulos fue realizado en Estados Unidos en el 2007 en pacientes VIH con diarrea y
compara las técnicas de PCR, Tricromica de Weber, Calcofluor blanco y FISH (29), siendo el
unico que utiliza esta ltima técnica. La identificacion de las esporas de microsporidios por el
ensayo FISH fue mas sensible que ambas tinciones: cromotropo 2R y Calcofluor Blanco; 85.5%
contra 72.7 y 70.9% respectivamente. Los autores afirman que el ensayo FISH es un método
fiable, cuantitativo por microscopia de fluorescencia para la identificacion simultinea de
E.bieneusi, E. intestinalis, y E.hellem, asi como Encephalitozoon cuniculi. E1 método se puede
utilizar para las investigaciones epidemioldgicas y se aplica en la practica clinica.

Por otro lado el estudio realizado en Tunez en 2012 diagndstica microsporidiosis en pacientes
VIH por medio de una técnica molecular como son los métodos de Rinder y Liguori, asi como
también utilizando Tricromica de Weber y PCR (5).

En relacion a la procedencia de los articulos, seis fueron realizados en Asia: Malasia (3), India
(23,32,34), Tailandia (28), Corea (33); cuatro en Sudamérica: Brasil (1,25), Colombia (4),
Venezuela (14), tres en Africa: Tanez (5), Mali (26) y Nigeria (31); dos en Europa: Espafia (27)
Reptiblica Checa (30) y dos en Norteamérica: Estados Unidos (33,35).

En cuanto a la poblacion estudiada en diez publicaciones se trabajo Unicamente con
inmunocomprometidos, algunos de ellos especificamente pacientes VIH con diarrea
(23,25,29,32-35) y otros sin esta patologia (4,5,14,31,32,34). Solo tres estudiaron casos de
inmunocompetentes (27,30,32). Un articulo en particular (26) trabaja con pacientes VIH
positivos y nifios de entre 1 a 60 meses con o sin VIH.

Se obtuvieron cinco articulos que analizan la sensibilidad y especificidad de diferentes técnicas,
entre ellas PCR, IFAT, y las tinciones Tricromica modificada de Weber, Calcofltor blanco y

Uvitex 2B. A partir de estos se realiz6 una tabla (Tabla 2) donde se comparan dichos métodos de
analisis, respecto a su rendimiento(3,26,28,32,34). De estos articulos cuatro analizan el PCR,
obteniendo una sensibilidad que varia entre 96,8% y 100%, y especificidad entre 97,9% y 100%
para la deteccion de microsporidiosis e identificacion de su especie (26,28,32,34).

El estudio realizado en Malasia en pacientes en hospitalizados compara el rendimiento de la
IFAT frente a la Tricromica modificada de Weber modificada, observandose, que IFAT tiene un
98% de sensibilidad y 86% de especificidad (3). Otro estudio en inmunocomprometidos con o
sin diarrea realizado en India en el 2015 compara tinciéon Tricromica modificada de Weber,

Calcofluor blanco y PCR. Dando como resultado una sensibilidad para Calcofluor blanco de
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100%, Tricrémica modificada de Weber de 93,8% y PCR 96,8% y una especificidad de 68,5,

100%, 99,8% respectivamente (34). Una comparacion entre Gram-cromotrope y PCR en
Tailandia en el afio 2004, arrojé una sensibilidad de 100% para PCR, 86,7% para Gram-
cromotrope y una especificidad 100% para ambas técnicas (26).

Con respecto al estudio realizado en Mali en 2002 que compara Tincion con Uvitex 2B, IFAT y
PCR, la sensibilidad para todos fue de 100%. En cuanto a la especificidad fue 98,1% para
Uvitex 2B y 100% para los dos restantes.

Por ultimo un articulo que trabajoé con poblacion inmunocomprometida e inmunocompetente
con o sin diarrea en India en 2013 compard Tricromica modificada de Weber con Calcofluor
Blanco y PCR presentando una sensibilidad entre 79.9% y 100% para Calcofluor blanco, Uvitex
2B de 100% y Tricromica modificada de Weber entre 63.9% y 93,8%. En relacion a la
especificidad se obtuvieron valores de 68,5%-82.2%, 98,1% y 100% respectivamente (23).

Species identification of intestinal idia using Pacientes hospitalizados y de las clinicas del Tricromica modificada de  IFA respectaoqa Weber IFA respecto a Weber 86%

Malasia

immunoflurescence antibody assays (3) Hospital Universit Kebangsaan Weber, IFAT
Comparative Eva;g?‘::z:;es gf:‘a":r? Techniques And Pacientes it { con osin icromi i de ?gg:,f/’ﬂl#‘;?f;g Calcofluor blanco 68,5%;
R ion For Di A of | inal Mi idiosis I India diarrea del Departamento de microbiologiay ~Weber, Calcofluor blanco, modiﬂc:da de Weber: Tricrémica modificada de
eaction For Diagnosis ntestinal Microsporidiosis In Parasitologia PCR 03.6% PCR. 96 B%. Weber 100% y PCR 99,8%,

Inmunocompromised Patients (34)

Evaluation Of DNA Extraction and PCR Methods For

i - 1009 - y - 100
Detection Of Enterocytozoon bieneusi In Stool Specimens Thailandia Nifios de un orfanato de Bankok donde se les Gram-cromotrope, PCR PCR: 100%, Gram-  PCR, Gram-cromotrope: 100%

hizo un examen de rutina. cromotrope 86,7% de especificidad

(28)
Evaluation of an Inmunofiuorescent - Antibody Test Using
ibodies Directed against bieneusi Mali Pacientes internados en 3 centros de salud de Uvitex2B, IFAT, PCR Uvitex 2B, IFAT PCR: PCRy IFAT: 100%. Uvitex 2B:
and Encephalitozoon intestinalis for Diagnosis of Intestinal Bamako " ' : 100%. 98,1%
Microsporidiosis in Bamako (26)

.

P inmunocompi idos e Tricromica modificada d PCR: 100%, CB: Tricrémica modificada d
N . " " . P ricromica modificada de e Sty ricromica modificada de
Comparison of staining techniques and multiplex nested India inmunocompetentes con y sin diarrea del Weber, Calcofiuor blanco, 79.9%, Tricrémica Weber: 100%, PCR 97.9%,

PCR for diagnosis of intestinal microsporidiosis (32) Instituto de Postgrado de educacién PCR. ’""diﬁ‘:%%ag‘z/e Weber CB: 82.2%
médica e Investigacion , Chandigarh R

Tabla 2. Comparacion de sensibilidad y especificidad de técnicas diagnosticas. Montevideo,

2016.

Un total de seis de los diecisiete articulos coincidieron en la importancia del diagnostico de
especie (1,4,25-28). La mayoria de los articulos coinciden y animan a la utilizacion de tinciones
como método de screening y diagnostico destacando su bajo costo y la escasa complejidad de su
reproducibilidad(1,27). No obstante, destacan la importancia del PCR para la identificacion de
la especie con vistas al tratamiento y a la epidemiologia regional a pesar de su elevado costo
(1,14,31,32). En cuanto al IFAT, las opiniones son discutidas. El articulo realizado en Mali en

pacientes VIH y nifios, tras la utilizacion de tincion con Uvitex 2B, IFAT y PCR alega que IFAT
ha demostrado ser mas eficaz en tiempo requerido, sumado a su menor costo frente al PCR (26).
Por otro lado, otro autor sostiene que PCR es una técnica rapida, sensible y especifica,
comparada con las técnicas inmunofluorescentes y que ademas permite hacer diagnostico y

diferenciacion de especie (28).
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Conclusiones y perspectivas

Previo a la busqueda bibliografica teniamos altas expectativas de hallar gran cantidad de
informacién sobre el rendimiento, utilidad, aplicabilidad y costo de las técnicas diagnosticas
para microsporidios. Una vez efectuada la biisqueda resultd que no todos los articulos obtenidos
para la revision nos aportaron datos valiosos al respecto. Una gran diversidad de técnicas fueron
encontradas como métodos diagnosticos y se obtuvo mucha informacion relacionada a la
prevalencia de estos microorganismos. Sin embargo, esperabamos obtener estudios que
contrastaran el rendimiento de las diferentes técnicas. So6lo cinco articulos ofrecian informacion
numérica de sensibilidad y especificidad por lo cual en algunos casos debimos trabajar con las

opiniones que los autores proporcionaban. En cuanto a los costos no obtuvimos datos

comparativos, sin embargo algunos autores dieron su opinion mediante un breve comentario
(5,26,31,34). Respecto a la reproducibilidad, la mayoria de los articulos resaltan la necesidad de

contar con técnicos altamente especializados, entrenados y con experiencia en microscopia (5).
La mayoria de los trabajos revisados recomiendan el uso de PCR para el diagnostico e
identificacion de la especie (4,23,26,32).

Uno de los puntos de la discusion se centra en si es necesario aplicar técnicas que identifiquen la
especie (mayores costos y mayor laboriosidad) o simplemente utilizar las tinciones para el
diagndstico de microsporidios sin la identificacion de la misma.

Varios de los articulos justifican que la identificacion de la especie del microorganismo tiene
especial importancia epidemioldgica y fundamentalmente, en el tratamiento que se va a
instaurar (1,4,5,14,23,28,29).

Ya que se trata por lo general de pacientes inmunocomprometidos que asocian en general otras
comorbilidades, desde nuestro punto de vista y en base a lo que hemos reflexionado luego de la
lectura de los articulos, seria importante llegar a un diagnostico de especie involucrada en esta
infeccion intestinal. En este caso, no quedan dudas que PCR seria el método de eleccion segiin
especificidad y sensibilidad, pero debemos tener en cuenta otras variables, como son tiempo y
costo de la técnica, con vistas a su eventual aplicacion en nuestro pais.

Seria interesante contar con estudios que aportaran datos de costos econdmicos y beneficios
sanitarios esperables de la aplicacion del PCR para la determinacion de especie.

Consideramos que se debe ahondar en técnicas como la IFAT, que en los ultimos afios se ha
desarrollado ampliamente y ha obtenido buenos resultados en cuanto a sensibilidad y
especificidad. Por otro lado se destaca su ventaja en relacion al poco tiempo que requiere y a lo
econdmica por sobre el PCR (35).

Muchos de los trabajos avalan el diagndstico por técnicas que utilizan tinciones, en especial la
Tricrémica modificada por Weber. Este tipo de métodos tienen la gran ventaja que mediante una

simple muestra de materia fecal y con un microscopio 6ptico, que es de facil acceso en nuestro
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medio, se obtienen resultados que han demostrado tener excelente sensibilidad (17,25,34). En el
pais contamos con personal técnico capacitado para realizar este tipo de diagndstico, pero éste
se encuentra centralizado en el Laboratorio del Centro Hospitalario Pereira Rossell y en el
Departamento de Parasitologia y Micologia de la Facultad de Medicina.

En relacion a lo expuesto en este ultimo apartado concluimos y enfatizamos que el diagnostico
por medio de tinciones es una excelente estrategia de screening, y las técnicas moleculares
como PCR son las que sin duda recomendariamos aplicar a futuro en nuestro pais con vistas a
realizar investigaciones de epidemiologia molecular, asi como para mejorar la evolucion de los

pacientes que podrian recibir el tratamiento adecuado seglin el agente involucrado.
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