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INTRODUCCION

Antes de la epidemia de! sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), los
parasitos protozoarios microsporidium eran ampliamente conocidos en casi todos
los grupos de animales.' En 1857 fue identificado en huéspedes no humanos y en
1959, Encephalitozoon sp. se reconocid como potenciat patdgeno en humanos’.
Sin embargo, los primeros informes de microsporidiasis en pacientes con SIDA
aparecieron en 1985°. Desde entonces se han documentado numerosos casos
aislados y péqueﬁas series en las que su frecuencia en pacientes con SIDA y
diarrea crénica varia entre 1.7 y 44 %.*° También se han informado casos en
pacientes inmunocompetentes. '

E! modo de transmision dei microspoﬁ&ium en el {ubo digestivo es fecal-oral, a
través de agua contaminada por las esporas.'""'? La mayoria de los pacientes se
presentan con diarrea de evolucion insidiosa y pérdida de peso. Otras
manifestaciones incluyen dolor abdominal de tipo colico y sintomas de
malabsorcién intestinal, todo en proporcién a la gravedad de la diarrea. "

E! orden microsporidium comprende un grupo de mas de ochenta géneros y casi
mi! especies, todos ellos pardsitos intracelulares obligados. En humanos sélo se
han descrito cinco géneros: Enferocitozoon, Encefalitozoon, Pleistofora, Nosema y
Septata.">>8*1% De estos sélo Enterocitozoon bieneusi y Septata intestinalis se

han asociado a diarrea™ " '®

ambos tipos se localizan en el cifoplasma de célutas
epiteliaies de la mucosa de intestino delgado aunque S. intestinalis ademas invade
la l4mina propia y se encuentra en macréfagos, fibroblastos, neutréfilos y células
endoteliales.'®!” £ Cuniculi y E. Hellem no afectan el tubo digestivo, el primero se
ha encontrado en casos de hepatitis' y peritonitis™® y el segundo en
queratoconjuntivitis  superficia™ y en forma diseminada afectando tracto
respiratorio y urinario.""'™ Otros sitios afectados por S. intestinalis son: tracto
respiratorio,? higado,® rifion™ y colon.” Por otro lado, E. Bieneusi se ha
informade ademas en tracto respiratorio,®* vias biliares,?® orina y senos
maxilares.”®



En general, se conoce que el ciclo de vida del microsporidium tiene una fase
proliferativa {merog6nica) y otra productora de esporas (esporogénica).®#¥ En la
primera fase el material infeccioso, conocido como esporoplasma, es liberado de
una espora a fravés de un aparato de extrusién gue consiste en un filamento polar
enrollado y un disco de anclaje que contiene el esporoplasma (Esquemas 1 y 2)."

- Divisiones celulares subsecuentes del esporoplasma resultan en la formacién de

merontes que se reproducen y se multiplican en la célula infectada 6 infecta otros
enterocitos del huésped.'*? Este estadio asexual permite que la infeccion se
disemine a muchos enterocitos aun si el huésped no esta expuesto en repetidas
ocasiones al microorganismo.

En la segunda fase, por divisién celular, se produce |a formacién de esporas lo cual
ccurre dentro de una vacuola denominada parasitéfora que puede permanecer o
no en contacto directo con el citoplasma de !a célula del huésped.*® Como los
enterocitos infectados mueren, las esporas son liberadas a Iz luz del intestino
delgado y eliminadas en heces.'

Con et microscopio electrénico se observa que S. infestinalis tiene cuatro estadios
en su ciclo de vida: meronte, esporonte, esporoblasto y espora.?’ Los merontes
son ovoides, uninucieados y miden 2.7x1.5 cm aproximadamente. El citoplasma es
palide y finamente granular con escaso reticulo endoplasmico rugoso (Esquema 3),
Este estadio se encuentra en contacto estrecho con e citoplasma del huésped, en
una vacuola que muchas veces es dificl de visualizar y usualmente esta en
contacto con mitocondrias del huésped de las que depende para obiener energia
(ya que microsporidium no tiene mitocondrias). %’

Los merontes se dividen por fision binaria, aparentemente muchas veces, y la
division nuclear puede condicionar la divisién citoplasmética ocasionando formas
binucleadas 6 tetranucleadas. El resultado es la formacion de organismos
agrupados dentro de una vacuola en el citoplasma del huésped (Esquema 4). ¥

En el segundo estadio, et esporante se caracteriza por citoplasma electrén-denso y
reticulo endoplasmico rugoso mas prominente. La matriz fibrilar que rodea al
parasito forma una serie de septos que aislan a los esporontes en forma individual,
dandole una apariencia septada; al mismo tiempo la membrana que rodea la
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vacuola parasitéfora se hace mas evidente (Esquema 5). Los esporontes se
dividen por fisidn binaria, cada uno origina dos ¢ cuatro esporoblastos que se

7 Los

separan en camaras individuales por septos de la matriz fibritar.
esporoblastos son organismos uninucleados que desarrollan organelos
caracleristicos del estadio Gttimo (tubuto potar y aparato de Golgi prominente). La
transformaciéon a espora ocurre con el desarrolio de una cubierta externa electrén-
densa (exosporz) y otra intema electrdn-licida (endospora) (Esquema 6). Las
esporas miden 2x1.2 um aproximadamente y contienen un solo nicleo, un tibulo
polar con 4 a 7 filamentos enrollados y reticulo endoplédsmico rugoso. Estas
caracteristicas descritas en S. intestinalis son (nicas a esta especie.™? En
cambio, la microscopia electrénica de E. bisneusi se caracteriza por su desarrolio
hasta esporogonia tardia como un plasmodium grande, multinucleado, que esta en
contacto con el citoplasma de la célula huésped y nunca asociado a una vacuola.
Ademas, tiene filamentos polares derivados de estructuras claras que semejan
hendiduras. Las esporas son mas pequefias (1x1.5 pm), con 6 a 8 filamentos

23,27

polares enrollados. Otras diferencias entre S. intestinalis y E. Bieneusi es que

la primera se encuentra con mayor frecuencia en yeyuno, con gran afeccién de la
mucosa intestinal y mayor niimero de microorganismos.?*

El diagnéstico de microsporidiasis es posible mediante la identificacién de esporas
en biopsias de intestinc delgado o yeyuno, improntas, aspirados y extendido de
heces.®® Se han utilizado numerosas técnicas para la identificacién de!
microorganismo en los distintos procedimientos realizados. En biopsias, las
esporas se tifien poco con hematoxilina y eosina, no obstante et empleo de
tinciones especiales utilizadas en el diagndstico de rutina (Brown Brenn, Gram,
Warthin Starry y Giemsa) han hecho posible [a deteccién de la birefringencia de la
quitina en endosporas que es Utit para identificar esporas.® " 23 E| tricromo
crométropo modificado por Weber también ha sido empleado en tejido incluido en
parafina.***® La epifluorescencia de la quitina tefiida con los agentes conocidos
como Opticos brilantes (calcofiuoruro blanco, fungifiuor, fungiqual A, uvitex 28 y

rylux BA) también se han usado para detectar esporas en liquidos y tejidos. 242

2941

Ademas, se ha empleado la hibridacion por Southemn Blott y mediante la
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reaccidon en cadena de la polimerasa de la regién SSU-rRNA (subunidad pequera
rRNA) de E. bieneusiy S. intestinalis.**** Es importante el reconocimiento de estas
dos especies con fines terapéuticos ya que mientras S. jntestinglis tiene una
respuesta adecuada al albendazol, no se ha encontrado ningun medicamento
especifico para el tratamiento de E.bieneusi®'*® Se ha identificado mejoria clinica
y morfoldgica sin erradicacion de la infeccion en pacientes tratados con
antiproteasas de VIH-1, atribuido probablemente a mejoria de la cuenta de células
CD4+.%

Se ha considerado la microscopia electronica como el estandar de oro para el
diagnéstico. Sin embargo, en la actualidad el estudio de inmunofluorescencia ha
resultado superior al separar E. cuniculi de E. helfem ya que estos son
indistinguibles por microscopia efectrénica® Por otro lado también existen
anticuerpos que reconocen E. bieneusi y S. intestinalis cuyo menor costo y mayor
eficacia permiten diagnosticar el microorganismo con rapidez.

La frecuencia de este microorganismo como causa de diarrea cronica se ha
considerado bajt:'.27 En la actualidad Enterocyfozoon, es el responsable de mas de
30% de los casos de diarrea en personas con SIDA que previamente se habia
pensado fueran idiopaticas. 7 En América Latina, existe un caso informado en
Chile ” y no hay informes de microsporidiasis en series de patologia quirirgica o
de autopsia en personas con SIDA en poblaciones pediatrica y adulta, **52

&n cuanto al mecanismo patogénico se ha visto que en animales, la infeccion por
£ cuniculi activa la producciéon de anticuerpos sin embargo, los anticuerpos por si
solos no parecen ofrecer proteccion. '

En animales con encefalitozoonosis, la respuesta tisular que se produce es
inflamacion intensa o granulomatosa a menudo con centro necrdtico. Estas
lesiones pueden persistir después de la erradicacion.”” No existen modelos
animales para la infeccién por E. bieneusi. Los datos encontrados en humanos
sugieren que pacientes con inmunodeficiencia celutar grave tienen mayor riesgo de
desarrollar enfermedad por microsporidium. No se conoce sin embargo, si la
infeccion por microsporidium en estos pacientes es una reactivacién primaria de
una infeccion fatente adquirida antes de la inmunosupresion o si la enfermedad por



microsporidium estd siendo causada por infeccion reciente. La fisiopatologia de la
infeccion por microsporidium en humanos atn no es bien comprendida.'®>% Sin
embargo, es reconocida su capacidad patogénica complicande la evolucion de
personas con SIDA en series de patologia quirirgica y postmértem. '

OBJETIVOS

1. Determinar la prevalencia de microsporidiasis intestinal en pacientes con SIDA
y diarrea crénica sometidos a biopsia endoscépica de intestino delgado en el
Instituto Nacional de la Nutricién Satvador Zubiran.

2, [;escribir las caracteristicas clinicopatoldgicas de la microsporidiasis.

3. Evaluar la utiidad de la tincion de Giemsa en el diagnostico rutinario de
microsporidiasis.

4. Describir las caracteristicas ultraestructurales de la infeccién por microsporidia.



MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio retrospectivo, transversal y descriptivo en el que se
analizaron las biopsias endoscopicas de intestino delgado de 98 pacientes con
diagnéstico de SIDA y diarrea cronica de enero de 1987 a diciembre de 1994 y se
identificd sexo, edad, estadio clinico. Se revisaron los expedientes clinicos,
factores de riesgo, nivel socio-econdmico, manifestaciones clinicas iniciales de
SIDA, cuenta de linfocitos CD4 y linfocitos totales, cultivos de heces, resultados de
coproparasitoscopicos, motivo y sitio de toma de la biopsia.

Todas las biopsias fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en parafing, los
cortes fueron de Sum, tedidos con H.E y Giemsa. En los primeros se evalud las
siguientes caracteristicas histoldgicas: atrofia de vellosidades intestinales y grado
{leve, moderado, grave), tipo de infiltrado inflamatorio(agudo 6 crénico), densidad
{leve, moderado, grave) y presencia de agentes oportunistas. Los segundos,
fueron puestos en alcohol &cido (90 seg.), lavados y sumergidos en colorante de
Giemsa por 24 horas. Al dia siguiente fueron diferenciados en resina disuelta en
alcohol y puestos en pasos consecutivos de alcohol de 86°, alcohot absoluto, xilol y
montados con resina para su observacion, En las laminilias se evalud la presencia
de microorganismos en fase merogonica y esporogbnica. La identificacion de
casos se llevd a cabo utllizando un microscopio Qlympus CH-2 con dos cabezales
para dos observadores y usando el objetivo de inmersion.

La microscopia electrénica en tejido desparafinado se hizo como sigue: Seleccion
de! 4rea del bloque de parafina a estudiar (1mm’ ), desparafinado (45 min. en xitol
en rotacién y en alcoholes de 100° 90° y 80°, osmificacion con tetradxido de
osmio al 1% (45 min), deshidratacion {15 min en alcoholes de 70°, 80°, 90° y 100°
¢lu), deshidratacion con oxido de propileno (45 min), filtracién en resina-6xido (1:1),
una noche; resina pura, Epon 812, (2 horas). Inclusion (polimerizacion a 70°, una
noche), corte semifino de 1um tefido con azul de toluidina, corte fino de 100 um
contrastado con acetato de hidranifo {solucion saturada) y citrato de plomo (reynol).
Las observaciones se realizaron en un microscopio electrdnico Zeiss EM10.



RESULTADOS

En el periodo de estudio se identificaron 98 biopsias de intestino delgado en
pacientes con diarrea cronica y SIDA. Se identificé infeccion por oportunistas en 50
pacientes(51%) (Tabla). En 30 de estos se encontré microsporidiasis (31%). Sélo
se revisaron los expedientes clinicos en 24/3Q pacientes. Diecisiete hombres (87%)
y siete mujeres (23%) con factores de riesgo para infeccion por VIH de homo
sexualidad en 11/17 y transfusién sanguinea en 4/7 respectivamente. La edad
promedio era de 33 afios y todos estaban en estadio C3 de la enfermedad. E! 75%
de los pacientes tenian nive! socioecondmico bajo. La manifestacion iniciat de
SIDA fue diarrea en 16/24 (67%) y la cuenta de CD4 al momento de la biopsia de
intestino delgado (30 dias) era menor de 200/mm3 en 13/15 (87%) pacientes, Dos
casos tenian mas de 200 células CD4+/mm3 (13%). Los tiempos promedio de
evolucion y nimero de evacuaciones de la diarrea por dia fueron de 260 (28-860) y
6 dias respectivamente. En todos los casos la diarrea era acuosa, intermitente en
61%, sanguinolenta con dolor abdominal sn 31 % y en 15% con malabsorcién y
fiebre,

Se observd atrofia de vellosidades en 29/30 casos (97%). Mas de 50% con atrofia
de moderada a grave (Figura 1A 1B). Un solo caso no mostrd atrofia de
vellosidades pero tenia infiltrado inflamatorio erénico en la lamina propia y escasas
celulas infectadas en las vellosidades. La mucosa intestinal estaba ensanchada
debido a infiltrado inflamatorio agudo y crénico en todos los casos y €Oon presencia
de eosindfilos en 18/30 pacientes (60%) (Figura 2). Las esporas de Microspornidium
sp. se tifieron de color rojo plido con la tincién de Giemsa (Figura 3) y los estadios
mas tempranos del ciclo de vida (merontes esporontes) eran de color café gris
{Figura 4). Con la tincién de H.E. la localizacion supranuclear y la vacuolizacion
citoplasmatica eran también caracteristicas (Figura 5).

Por microscopia electrénica se identificaron esporas dentro de una vacuola
parasitofora septada, en células epiteliales absortivas y en tres casos, en células
estromales de la lamina propia (Figuras 6 A y B).

11



TABLA

Oportunistas observados en biopsias de intestino
delgado tedlidas .con HE y Giemsa (50 de 98 pacientes).

Micro-organismo n (%)
Microsporidium sp. T 30(31)
Criptosporidium sp. 9(9)
Isospora 6 (6)
Micobacteriosis 2(2)
Microsporidium/isospora 2(2)
Microsporidium/Criptosporidium 1(1)
Criptosporidium/micobacteriosis 1(1)
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En los cuarenta y ocho pacientes restantes (49%), no se identificd infeccién

oportunista en ia biopsia de intestino delgado que explicara el cuadro clinico de
diarrea crénica.

19



DISCUSION

El impacto de microsporidiasis es importante por su elevada prevalencia en series
recientes. Es la causa de diarrea cronica en 30-40% de los pacientes con SIDA en

paises en vias de industrializacién,*®

en otras partes del mundo puede alcanzar
hasta el 50%.* No obstante en algunas series existe un 2-3% de casos de
microsperidiasis sin diarrea® o en los que las diferencias de pacientes infectados
con y sin diarea crénica no son estadisticamente signiﬁcativas.“

Por ctro lado, s6lo en un caso se ha asociado a diarrea aguda, en un paciente
inmunocompetente.'® En América Latina sélo se ha informado un caso de un
hombre chileno de 24 afios con SIDA y diarrea crénica.t’

Aunque la microscopia electronica es un importante instrumento para la
identificaciébn de Microsporidium sp, la deteccibn en material procesado
rutinariamente es también posible por microscopia de 1uz.***® Kotter y Orenstein
han informado que &n manos experimentadas, la hematoxilina y eosina ha probado
tener similar sensibilidad y casi igual especificidad que algunas tinciones
especiales como la de tricromo crométropo de Weber v Giemsa.® En otras series,
la interpretacién con Giemsa se hizo mas facil que con otras ftincicnes (Unna blue,
tricromo de Weber y hematoxilina y eosina).*® La dificultad que en ocasiones existe
en la deteccién probablemente sea debido a que en las fases proliferativas,
Microsporidium sp. es mas dificil de identificar [.or su poca reactividad, su color gris
claro y porque en ocasiones se puede confundir con bacterias, principalmente en
extendido de heces.® Sin embargo, ta deformidad det polo apical del nucleo de la
célula huésped con vacuolizacion citoplasmatica son caracteristicas dtiles para el
diagnoéstico. Las esporas adguieren un color rojo claro con la tincién de Giemsa y
son faciles de identificar ain a menor aumento. Por esta razén la tincién de
Giemsa se considera un mélodo Wit y barato para la identificacion de!
Microsporidium sp. en las fases merog6nicas y esporogonicas. Algunos autores
consideran que S. intestinalis es mas facil de reconocer por H.E. que E. bieneusi
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esto debido principalmente al mayor nimero de microorganismos por célula y a su
localizacion en vacuolas parasitéforas septadas.

Microsporidium afecta principaimente fos enterocitos produciendo atrofia de
vellosidades con infiitrado linfoplasmacitico en la lamina propia. En contraste con
algunas series de personas con SIDA y diammea crénica en paises en vias de
industrializacién,* 60% de los casos mostraban infiltrado inflamatorio de neutréfilos
con un numero variable de eosindfilos entremezclados con el infiltrado
linfoplasmacitico. En esta serie, tres casos mostraban infeccién con otros
patégenos intestinales lo que ocurre en aproximadamente un tercio de los
pacientes con SIDA. Las coinfecciones pueden verse en forma simultanea o
secuencial y en estos casos el pape! del agente eticldgico puede ser dificil de
asegurar. Debido a la ausencia de otros patégenos en la luz y mucosa del intestino
delgado que expliquen el infiltrado inflamatorio, Microsporidium sp. parece ser la
causa.

Mediante el andlisis ultraestructural es posible separar S. intestinalis de E.
bieneusi®¥ En esta serie, los hallazgos encontrados son consistentes con
Septata en 100% de los 16 casos a los que se le realizd microscopia electronica.
Estos resultados contrastan con lo informado en Ia literatura donde predomina E.
bieneusi en frecuencia.®®*® Debido a la potencial capacidad de diseminacién de S.
intestinalis, probablemente por via linfatica® y la consecuente afeccién sistémica,
{en especial en vias respiratorias y urinarias) es importante la determinacién
especifica de la especie lo cual también es Util con fines terapéuticos por la
adecuada respuesta a! tratamiento con albendazol** Similar a otras series, la
prevalencia de microsporidiasis ha sobrepasado la de criptosporidiasis intestinal
como la causa mas frecuente de diarrea crénica en pacientes con SIDA. Estas
cifras probablemente se expliquen porque en todas las series, incluyendo esta,
existe un sesgo de idenfificacion de casos. Criptosporidium es con mayor
frecuencia identificado en estudios de heces, sin requerir endoscopia con toma de
biopsia para su diagndstico.

La prevalencia de 31 % de microsporidiasis en esta serie contrasta con 9 % de
criptosporidiasis. Un estudio previo reatizado en el INNSZ en pacientes con SIDA y
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diarrea cronica mostraba a Criptosporidium sp. como la infeccién por oportunistas
mas frecuente en biopsias de intestino delgado.s‘8

La diarrea crénica, asociada a malabsorcion en 15% de nuestros casos difiere a lo
documentado en aigunas series donde la frecuencia de la misma es casi de
100%.4 '
Se ha publicado que algunos agentes oportunistas en pacientes con SIDA son mas
prevalentes en poblaciones pobres, especificamente toxoplasmosis. En un estudio
comparativo de dos instituciones mexicanas, toxoplasmosis mostrd una
prevalencia de 30%, en pacientes de escasos recursos, en contraste con 8% en
pacientes econdmicamente favorecidos.”’ En esta serie, el nivel socioeconémico
bajo se encontrd en 75% de los casos. Esto estd probablements retacionado al tipo
de paciente atendido en la institucién donde se realizé el trabajo, al estigma social
de tener SIDA en paises latinoamericanos donde los seropositivos son despedidos
de sus trabajos, al estado terminal de los pacientes y a las carencias generadas
por la enfermedad.

Microsporidiasis esta asociada con diarrea cronica en estadios clinicos avanzados
(CD4 < 86/dL). En esta serie 87% de los individuos infectados tenian cuenta de
células CD4+ menor de 200/mm® y el resto cifras mayores de 200/mm’. Se han
informado casos con un nimero relativo de células CD4+ preservadas.” Por esta
razén creemos que microsporidiasis debe ser considerada en todos los pacientes
con diarrea cronica inexplicable y SIDA, indepeiicizntemente de las cifras de
células CD4+ o de linfocitos totales circulantes.

En resumen, microsporidiasis es la causa mas frecuente de diarrea crénica en
pacientes con SIDA que requieren biopsia de intestino delgado en México. Su
diagnodstico estd en aumento debido a la descripcién de las caracteristicas de
microsceopia de luz y al uso de tinciones como la de Giemsa en la evaluacién de
biopsias de pacientes con diarrea cronica y SiDA. La confirmacion ultraestructural
es necesaria para identificar la especie, en la serie actual (nicamente se
identificaron esporas de S. intestinalis.
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CONCLUSIONES

. La infeccién por microsporidium tiene una prevalencia de 31% en
las biopsias de intestino deigado de pacientes con SIDA y diarrea
crénica.

. En todos los casos analizados con microscopia electronica se
identificd Septata intestinalis en el citoplasma de los enterocitos.

- La lamina propia presenta inflamacién linfoplasmocitaria en todos

los casos y en 80% se acompania de infiltrado por eosinéfilos.

. Casi en todos los casos se identificé atrofia moderada-grave de las
vellosidades intestinales.

. La tincién de Giemsa en las biopsias de intestino delgado es dtil
para identificar infeccién por microsporidium, 'principalmente en la
fase esporogédnica.
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