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Resumen

Los microsporidios son protozoarios conocidos desde hace mucho tiempo como causantes de
plagas en invertebrados y vertebrados. En la década de 1980 se les reconoce como agentes
etiolégicos de diarrea en VIH-sida y posteriormente en trasplantados renales asi como en
personas inmunocompetentes (diarrea del viajero).

El objetivo de este trabajo es comunicar el primer hallazgo de estos agentes en un paciente
VIH-sida y contribuir al conocimiento de las caracteristicas patogénicas y diagndsticas mas

importantes de los microsporidios.

En 1998 en el Departamento de Parasitologia se implementaron las técnicas de coloracién
para microsporidios, gram-cromotrope y tricromica.

El primer hallazgo se observo6 en un paciente VIH-sida, con diarrea de nueve meses de
evolucion; no se realizé tratamiento especifico ya que concomitantemente presentaba una
meningoencefalitis criptococécica, la que precipitd su fallecimiento.

El reconocimiento de estos agentes oportunistas como causa de diarrea en Uruguay,
contribuye al diagnostico etiolégico de la diarrea crénica en pacientes VIH-sida.

En adelante, las coloraciones especificas de microsporidios deberian ser incluidas en el
algoritmo diagnostico para enteroparasitosis en grupos de riesgo.

Palabrasclavee MICROSPORIDIOS S- epidemiol ogia.
MICROSPORIDIOS S- diagnéstico.

DIARREA- parasitologia.
DIARREA - diagnéstico.

SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA - parasitologia.
SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA - complicaciones.
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Introduccion

L os microsporidios son microorganismos eucariotas, pa-
résitosintracel ulares obligatori os de diversas especies ani-
males. Fueron descritos en 1857 por Naegeli, quien reco-
nocierapor primeravez aNosema bombycis como el agen-
te causal de la“enfermedad del gusano de seda’®.

El término microsporidio es una designacién comun,
no taxondmica, que se utilizaparanombrar alosmicroor-
ganismos pertenecientes al Phylum Microspora, caracte-
rizados por laproduccion de esporas pequefiasy carencia
demitocondrias, o quelesdiferenciade otros protozoarios
y por estarazdn no deben confundirse con coccidioscomo
Cryptosporidium sp®.
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Su posicién taxondémica es uno de los campos de in-
vestigaciOn apasionante paralos protozoologistas; enlos
Ultimosafos el andlisisdelosgenesdel ARNry degenes
EF 1 a, demuestran que existe unarelacion filogenética
con el reino Fungi®®,

Histéricamente, estos organismos han causado gra-
ves problemas econdmicos en laindustria textil (sedas),
apicolay en laindustria pesquera. También dificultades
en lainterpretacion de resultados experimental es, causan-
do enfermedad intercurrente aanimal es de laboratorio®?.

Se han comunicado infecciones humanas por micros-
poridios en todo e mundo, tanto en inmunodeprimidos
Ccomo en inmunocompetentes®10),

El primer diagndstico de microsporidiosishumanasin
i dentifi caci 6n especifica se efectud en 1959, Posterior-
mente se describen casos muy esporadicos, hasta que
conlapandemiadel VIH losmicrosporidios cobranimpor-
tancia como patdgenos oportunistas. Esta poblacién no
esla Uinica que puede padecer algunade las formas clini-
cas de microsporidiosis, también se ha descrito en tras-
plantados renalesy en los inmunocompetentes es una de
las causantes de diarrea del vigjero19,

Enterocytozoon bieneusi fue la primera especie iden-
tificadaen VIH-sidacon diarreaen 1985; desde entonces
es el més prevalente®. Posteriormente se reconoce a
Septata intestinalis, actualmente clasificado en el género
Encephalitozoon, también como causa de diarreay for-
mas diseminadas®?23-

Otros géneros que pueden provocar enfermedad en el
hombre son: Mttaforma, Nosema, Brachiola, Trachi-
pleistophora, Microsporidiumy Pleistophora producien-
do diversas afecciones®.

Lasformas de resistenciay transmisién son las espo-
ras. Las que se observan en el hombre miden entre 1 um -
2 um. Presentan una pared externa conformada por dos
|&minas, unade ellas compuesta por quitina, laque prote-
ge a esporoplasma (formainfectante) de las condiciones
adversas del medio®,

Rodeadndolo sehalla€ filamento polar, que dependien-
do de la especie podra presentar de 4 a 30 espirales?.

Las manifestaciones clinicas dependen de la especie,
tipo de infeccidn, edad y estado del sistema inmune del
huésped @,

Con relacion alosmecanismos detransmision asi como
las fuentes infectantes para el hombre y otras especies
animales, se han planteado la transmision fecal oral, los
traumatismos con restos vegetales y lainhalacion de es-
poras?2),

Laafeccion del intestino delgado eslamas frecuente;
causa diarreade evolucién variable, anorexia, pérdidade
pesoy dolor abdominal. En el VIH-sidapuede manifestar-
se cuando el recuento de los linfocitos CD, es inferior a
100/mm3@),
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El diagndstico de microsporidiosis esta basado en la
demostracion microscopica de esporas en los tejidos in-
fectados, heces o fluidos corporal es, mediante diferentes
técnicas tintorial es®>-33,

Las coloraciones més utilizadas y confiables son la
tricromicamodificaday gram-cromotrope®+3),

Paraestablecer unaidentificacion definitivase hautili-
zado lamicroscopiaelectronicay recientementee Western
Blot y reaccion de lapolimerasaen cadena (PCR) G493,

Con relacion alaevolucion clinica, 1os casos asocia-
dos a E. intestinalismuestran una répida mejoriay cura
parasitol 6gicaluego del tratamiento con albendazol, alas
dosis de 400-800 mg/dia durante dos semanas; en tanto
las infecciones provocadas por E.bieneusi son refracta
rias a este tratamiento; en algunos casos se ha observado
aumento de peso pero persistencia de eliminacion de es-
poras por las heces*.

En nuestro pais el primer diagndstico de microspori-
diosisfuerealizado en setiembre de 199949

El objetivo de este trabajo es brindar detalles de este
primer hallazgo y dar a conocer los aspectos biol 4gicos,
epidemioldgicos, clinicosy diagndsticos mas relevantes
de esta parasitosis emergente.

Material y método

En abril de 1998 se comenzaron aimplementar lastécnicas
de coloracién para esporas de microsporidios, gram-
cromotropey tricromica modificada en el Departamento
de Parasitologiade la Facultad de Medicina.

A 20 muestras de heces pertenecientes a pacientes
VIH-sidacon diarreacronica, selesrealiz6 examen copro-
parasitario con coloracién de Kinyoun para coccidios.

A las mismas muestras se lesrealiz6 unadilucion 1/3
en formol al 10% y posteriormente se realizaron cuatro
frotis finos por cada muestra con 2 pl de dicha dilucion.
Decadadilucion de heces se guardd unaalicuotaa-20° C.

Luego seprocedid afijar losfrotiscon acohol metilico
Yy posteriormente se colorearon con lastinciones de gram-
cromotropey tricrémicamodificada, en bafio a56°C.

Como testigos se usaron dos frotis de cultivo celular
de Enterocytozoon bieneusi, cedidos por Fernando
Bornay-Llinares, investigador del Departamento de Mi-
crobiologiadelaUniversidad de Alicante, Espafia.

Las laminas fueron examinadas con un microscopio
Optico Nikon E 400, con ocular de 10x y objetivo de 100x.

Resultados
Luego de examinar 20 muestras de heces de pacientes
VIH-sidacon diarreacronica, en tres de €llas pertenecien-

tes a un paciente de 28 afios de sexo masculino, estadio
sida, con diarrea de nueve meses de evolucion, se obser-
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Figura 1. Esporas de microsporidios. Tincion de gram-
cromotrope. Microscopio 6ptico con 1.000 aumentos

Figura 2. Esporas de microsporidios. Tincion tricromica
modificada. Microscopio éptico con 1.000 aumentos

varon con lacoloracién de gram-cromotrope, estructuras
ovaladas de 1,5 um - 2 um de didmetro, de pared nitida,
citoplasmade col oracién inhomogénearosa-morado, mas
intenso en uno de los polos (figura 1).

Con latincion tricrémicamodificadatambién se obser-
varon los mismos elementos, en nimero de 4 - 8 por cam-
po de 1.000 aumentos, ovaladosde 1,5 pm - 2 um dediame-
tro, con pared bien delimitada, citoplasma de coloracién
inhomogénea rosa-morado, mas intenso en uno de los
polos, esta zona de citoplasma esta bien delimitada en el
ecuador, dando el aspecto de un cinturén (figura 2).

Por las caracteristicas morfol 6gicasy tintoriaes pudi-
mos establecer que las estructuras que observamos en
ambas col oraciones eran esporas de microsporidios.

A pesar de que contamos con laminas de control, de-
cidimosenviar unaalicuotade hecesy tresfrotis colorea-
dosal Center for Diseases Control and Prevention (CDC),
donde fue confirmado nuestro hallazgo por €l doctor Henry
Bishop. Si bien no se pudo redizar PCR, dado que no
contébamos con heces sin formol (requisito pararealizar
técnicas de biologia molecular como la PCR), el doctor
Bishop nos comunicé que por las caracteristicas morfol 6-
gicas probablemente se tratara de esporas de Enter ocyto-
zoon bieneusi.
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El paciente no pudo recibir tratamiento especifico para
lamicrosporidiosis ya que concomitantemente presenta-
ba unameningoencefalitis criptococdcica, laque precipi-
té sufallecimiento.

Discusién

Los microsporidios son reconocidos actualmente como
microorganismos oportunistas, habiéndose reportado
nuMerosos casos en pacientes VIH-sida en todo € mundo,
asi como también en individuos inmunocompeten-tes*®.

De los multiples cuadros clinicos que son capaces de
ocasionar, la diarrea cronica, por E. bieneusi o E.
intestinalis, es la més frecuente®2?.

Aungue esta parasitosis ocurre cuando €l nivel de
linfocitos CD, es inferior a 100 mm?®, en este paciente se
carecié de este estudio; de todas formas el hecho de pre-
sentar una enfermedad como |a criptococosis encefélica
manifiesta su estado de etapa sida.

Las tinciones utilizadas para detectar esporas de mi-
crosporidios (Gram-cromotropey tricrémicamodificada)
son las de eleccidén para la pesquisa de estos microorga-
nismos, permiten diferenciarl os de otros agentescomo las
bacterias, las que se encuentran en gran cantidad en he-
cesy otros materiales donde exista una infeccion bacte-
rianaasociada. Ambastécnicas son de bgjo costo, seefec-
tdan en corto tiempo (15 minutos), no requieren de una
infraestructura compleja, son sencillas de realizar, pero
dificilesdeinterpretar yaque exigen un adiestramiento en
su visualizacion microscépica.

Posteriormente aeste hallazgo, en el Departamento de
Parasitologia se han diagnosticado nuevos casos de mi-
crosporidiosisen pacientesVIH-sidacon diarreacronica,
sin otra causa aparente de diarrea®®. Estos nuevos casos
confirman €l caracter de emergente de esta parasitosis en
nuestro pais.

En la Seccion de Enteroparasitos contamos con [ami-
nas de referenciaparaser utilizadas como control es posi-
tivos de microsporidios, en el andlisis de muestras de ma-
terias fecales u otros fluidos biol gicos en los cuales se
sospeche |a presencia de microsporidios.

El diagndstico de esta parasitosis puede realizarse en
todo laboratorio de parasitologia que cuente con un
parasitdlogo entrenado en la visualizacion microscopica
de microsporidios; de no ser asi deberian derivarse las
muestras a un centro de referencia, en nuestro pais el
Departamento de Parasitologiaen el Instituto de Higiene.

Conclusiones
Este nuevo agente de diarrea encontrado en nuestro pais
contribuye a establecer una nueva etiologia de diarrea

crénicaen gruposderiesgo como lospacientesVIH-SIDA.
Creemos que en adelante |as col oraciones especificas de
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microsporidios deberian extenderse a otros grupos pobla-
cionales, como: casosdediarreaen personasquevigjanal
exterior (regionestropicales) y nifios con diarreacronica,
con el propdsito de establecer cudl eslaincidenciadeesta
parasitosis.

En un futuro, con laimplementacion de técnicas més
sensibles como la PCR, no sdlo se podra diagnosticar €
géneroy laespecie demicrosporidio implicada, sino tam-
bién detectar un mayor nimero de casos. Por el momento
s6lo podemos establecer que estamos frente a una mi-
crosporidiosis, correlacionarlo conlaclinicaeinstaurar €l
tratamiento con albendazol alas dosis recomendadas en
los casos que asi |o requieran.

Agradecimientos

Al Dr. Fernando Bornay-Llinanes del Departamento de
MicrobiologiadelaFacultad de Medicina-Universidad de
Alicante, Espafia, por instruir a primer autor en lastécni-
casdetinciény en el reconocimiento microscopico.

Al Dr. Henry Bishop del Center for Diseases Control
and Prevention, por confirmar el diagnéstico.

A la Dra. Ragquel Ballesté, por la correccion de este
trabajo que fuera presentado como monografia de pos-
grado de Laboratorio Clinico.

Summary

Microsporidiaare protozoan parasitesfound in vertebrates
and invertebrates. In the 80's they were recognized as a
cause of diarrhea in HIV-AIDS patients and lately in
patientswith renal transplantation and immunocompetent
patients (traveler’ sdiarrhea).

The objective of this paper isto communicatethefirst
founding of thisagent in apatient with HIV-AIDSand to
contribute to determine the most important pathogenic
and diagnostic characteristics of microsporidia.

In 1998 the Parasitoloy Departament implemented
colouring techniquesfor microsporidia, gram-chromotrope
and trichrome.

Thefirst founding was observedinaHIV-AIDS patient
with a9 month-course of diarrhea; specific treatment was
not performed since the patient carried a concomitant
cryptococcal meningoencephalitis, that provoked hisdeath.

Recognition of theses oportunist agents as a cause of
diarrheain Uruguay contribute to determinethe agtiologic
diagnosisof chronic diarrheain patientswith HIV-AIDS.

Specific colouring techniques should be incorporated
in diagnosisalgorithm for enteroparasitosisin risk groups.

Résumé
Les microsporidiens ce sont des protozoaires connus
depuis longtemps en tant que responsables de certains

fléaux chez les vertébrés et les invertébrés. Aux années
80, onlesreconnait comme agents étiologiquesde diarrhée
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enVIH-sidaet quelquetempsapres, chez desgreffésrénaux
ainsi que chez des personnes immunocompétentes
(diarrhée du voyageur).

Le but de ce travail est de communiquer la premiére
trouvaille de ces agents chez un patient VIH-sida ainsi
gue de contribuer ala connaissance des caractéristiques
pathogéniques et diagnostiques les plus importantes de
Ces protozoaires.

En 1998, au Département de Parasitologie, on autilisé
|es techniques de coloration pour microsporidiens, gram-
chromotrope et thrichomona.

La premiére observation a été faite chez un patient
VIH-sida, avec diarrhée de neuf moisd’ évolution; aucun
traitement spécifique n’ a été fait puisqu’il présentait une
meéningo-encéphalite cryptococcose qui aaccél éré samort.

L e repérage de ces agents opportunistes responsables
dediarrhée en Uruguay, contribue au diagnostique étiol o-
giquedeladiarrhée chronique chez des patients VIH-sida.

Désormais, |es col orati ons spécifiques de miscrospori-
diens devarient étre inclues parmi les techniques diag-
nostiques pour entéro-parasitoses dans des groupes de
risgue.
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