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DR. GUS LORENZ finished his morning staff meeting early.
Spring was coming early to Atlanta. The trees and bushes were budding,
and soon the air would be filled with the fragrances of all flowering
plants for which the southern city was so famous — and a lot of pollen,
Gus thought, which would get his sinuses all stuffed, but it was a fair
trade for living in a vibrant and yet gracious southern city. With the
meeting done, he donned his white lab coat and headed off to his own
special fiefdom in the Centers for Disease Control and Prevention. CDC
(“and P” had never been added to the acronym) was the one of the
world’s important centers of medical research — may would say the most
important. For that reason the center in Atlanta attracted the best of the
profession. Some stayed. Some left to teach the nation’s medical schools,
but all were forever marked as CDC people, as other might boast of
having served their time in the Marine Corps, and for much the same
reason. They were the first people their country sent to trouble spots.
They were the first people to fight diseases, instead of armed enemies,
and that cachet engendered an esprit de corps which more often that not
retained the best of them despite the capped government salaries.

Tom Clancy
Executive orders. Berkley books, New York.
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Planteamiento del trabajo y objetivos

PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y OBJETIVOS.

Los microorganismos pertenecientes al filum Microsporidia, Balbiani 1882, son
conocidos colectivamente como microsporidios y las infecciones por ellos producidas como
microsporidiosis. A pesar de ser eucariotas, su carencia de mitocondrias y otros organulos,
Jos condiciona a vivir a expensas de otras células, como parésitos intracelulares obligados.
Son microorganismos ubicuos que parasitan una amplia variedad de animales, incluyendo
al hombre (Canning y Lom.1986; Canning y Hollister 1987, Weber y col. , 1994a). Hasta
el momento han sido descritas casi 1000 especies pertenecientes a mas de 100 géneros
(Sprague y col. 1992).

A mediados del siglo XIX, Pasteur y Garnez relacionaron por primera vez la
presencia de un agente microscopico con la produccion de enfermedad, la pebrina o calcina
de los gusanos de seda (Bombix mori) y Nageli en 1857 denomina al agente microscopico
causante del proceso como Nosema bombycis, literalmente enfermedad del gusano de seda,
siendo éste el primer microsporidio descrito. Pasteur estudia durante 6 afios 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 control y profilaxis de una enfermedad infecciosa y se demuestra
experimentalmente por primera vez la conexion entre microbios (como él los denominaba)
y enfermedad, o teoria de los gérmenes patogenos (Pasteur,1860; Pasteur, 1865: en
Martinez Fernandez, 1995). La descripcion inicial de Pasteur alerté a la agricultura y a la
industria sobre los importantes perjuicios econémicos causados por éste, hasta entonces,
desconocido grupo de microorganismos.

El reconocimiento de los microsporidios como entidad de seres diferenciados del
resto de los Protozoos se debe a Balbiani 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 filum Microspora dentro del subreino Protozoa para agrupar a todos

los microsporidios. La confusién creada por esta denominacion, ha sido finalmente resuelta
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por Becnel y Sprague (1998) al concluir que ésta debe ser: Microsporidia, Balbiani, 1882.
Algunos autores, proponen incluir a estos organismos en un nuevo taxoén que renne a los
eucariotas sin mitocondrias (Sogin y col. 1991; Cavalier-Smith, 1993)

Mucho antes de ser reconocidos como patdgenos humanos, los microsporidios,
fueron ampliamente identificados como agentes infecciosos en patologia animal (Shadduck
y Pakes, 1971; Canning y Lom 1986). De hecho, estan ampliamente distribuidos en el
retno animal, parasitando todas las clases de vertebrados e invertebrados (Shaduck y col.,
1978; Cannming y Hollister 1987)

Entre las especies de microsporidios que infectan invertebrados, estan aquellas que
pueden generar perjuicios econdmicos. Nosema bombicys se consideré una de las causas de
la devastacién de la industria europea de la seda en el siglo XIX; Nosema apis (Tierische,
1909), infecta a Apis melifera, la abeja productora de miel. Adicionalmente, las
caracteristicas biologicas de estos microorganismos, especialmente, la alta tasa de
reproduccion que presentan en el huésped, la eficiencia del modo de transmision por medio
de esporas resistentes y la capacidad de determinadas especies de transmitirse verticalmente
por via transovarica (Canning, 1993), han permitido emplearlos como medida de control
biolégico de plagas en la agricultura, como en el caso de Nosema locustae, parasito de
varios géneros y especies de saltamontes y langostas (Henry y Ouma, 1984).

También causan infecciones en invertebrados marinos. Ameson michaelis, tiene
como hospedador al crusticeo decapodo Callinectes sapidus, muy comun en la costa norte
americana y conocido vulgarmente como “blue crab” (cangrejo azul). Los crustaceos
infectados tienden a morir répidamente bajo una situacién de estrés, como es la captura de
los mismos (Canning, 1993).

Los microsporidios parasitan especies diversas de las cinco clases de vertebrados.
Son reconocidos como pardsitos importantes en piscifactorias. Numerosas especies
parasitan peces y algunas son responsables de mortalidad o de alteraciones patolégicas que
los hacen incomercializables; la mayor parte de las especies que infectan peces pertenecen
a los géneros Glugea y Pleistophora.

La mayoria de microsporidios parasitos de anfibios y reptiles, pertenecen al género

Pleistophora. Un hecho intercsante fue la observacién de una alta mortalidad en sapos
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(Bufo bufo) naturalmente infectados por Pleistophora myotrophica, al ser confinados en
cautividad para el diagndstico de embarazo (Canning y Lom, 1986)

Aunque se han descrito pocas especies que parasitan vertebrados homeotérmicos,
una de ellas, Encephalitozoon cuniculi, es comin en roedores y lagomorfos y presenta una
amplia distribucién geografica (Levaditi y col., 1923). En roedores, las infecciones son
observadas con més frecuencia en conejos, aunque otros animales utilizados
frecuentemente en ensayos experimentales (ratas, ratones, hamsters y cobayas) son
susceptibles a la infeccion. Por ello, experimentos que utilizan ahjmales, pueden ser
seriamente interferidos por estos microorganismos, que pueden provocar la muerte de los
mismos, cuando estos son sometidos a las condiciones de laboratorio. Otras veces las
infecciones pueden ser latentes induciendo resultados anémalos o interpretaciones erroneas.
Un ejemplo histérico, fue la pretendida relacion causal de E. cuniculi con enfermedades
viricas como la poliomielitis o la rabia (Canning y Lom, 1986; Martinez Fernandez, 1995).

El primer caso de microsporidiosis humana fue diagnosticado en Brasil por Torres
(1927a y b) en una nifia que fallecié con un cuadro de convulsiones y contraccién muscular
generalizada dos dias después del nacimiento. Este autor denominé al microsporidio
FEncephalitozoon chagasi, pero la confirmacion posterior del agente no pudo ser realizada
(Weisser, 1964). El primer caso, internacionalmente reconocido, fue descrito por
Matsubayashi v col. (1959), que detectaron esporas en orina y liquido cefalorraquideo de
una paciente que presentd un grave cuadro convulsivo. Hasta la década de los ochenta,
Unicamente se habian descrito 3 casos mas de infeccion humana (Weber y col., 1994a).

Desde la aparicion de la creciente pandemia de infeccion por el VIH, el estudio de
los microsporidios como patégenos oportunistas humanos, se ha incrementado
notablemente. Debido a ello, el nimero de casos, la descripcion de las especies implicadas
y la variedad de manifestaciones clinicas producidas por la infeccién, continda siendo
revisada. 7

Hasta el momento, seis géneros de microsporidios: Lnferocytozoon,
Encephalitozoon (Septata), Nosema, Vitiaforma, Pleistophora y Trachipleistophora, han
sido asociados con enfermedad en el hombre y cinco nuevas especies bnferocyiozoon
bieneusi, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon (Septata) intestinalis, Vittaforma

corneae y Trachipleistophora hominis, han sido encontradas por primera vez en pacientes
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con sida. Adicionalmente otros microsporidios no identificados, han sido clasificados
colectivamente bajo el término Microsporidium spp.

Las infecciones por microsporidios son una causa importante de morbilidad y
ocasionalmente de mortalidad en pacientes con sida (Weber y col., 1994a), siendo también
descritas en pacientes con otras inmunodeficiencias y en pacientes transplantados
(Schwartz y Bryan, 1997). En individuos inmunocompetentes pueden producir episodios
de diarrea autolimitada de curso benigno (Weber y col., 1994a; Bryan y col., 1997).

Las infecciones humanas por microsporidios son a menudo ignoradas o mal
diagnosticadas. El diagnéstico de las microsporidiosis puede resultar dificil por varias
razones: los organismos son diminutos (las especies mas pequefias que infectan al hombre
miden de 1 a 2,5 um) y dificilmente observables en biopsias, preparaciones citologicas o
muestras fecales utilizando los métodos de tincion habituales; el examen ultracstructural
mediante microscopia electrénica no es practico y frecuentemente no estd disponible; los
métodos serolégicos descritos no son Utiles como indicadores de infeccion activa y los
métodos de diagnostico especiales como cultivo celular, deteccion mediante anticuerpos
especificos o técnicas moleculares, estan Unicamente disponibles en laboratorios
especializados. :

Lo anteriormente expuesto junto al incremento de las infecciones de este grupo de
microorganismos, poco conocido como agente patologico en humanos, nos motivé a
realizar el trabajo que aqui presentamos. En una primera parte, intentamos resumir el
conocimiento basico de las caracteristicas bioldgicas, morfologicas y epidemiolégicas de
las especies causantes de patologia humana;, describimos las manifestaciones clinicas
consecuentes a la infeccidén y los métodos diagnosticos disponibles para finalmente indicar
las pautas de tratamiento actualmente recomendadas. A continuacién exponemos una serie
de estudios experimentales realizados con el propésito de desarrollar nuevos métodos,
sencillos y rapidos de deteccion e identificacion de microsporidios en muestras clinicas y la
consecuente aplicacion de los mismos en el diagndstico parasitologico y en el estudio de la
epidemiologia de las microsporidiosis humanas.

Confiamos que todo ello contribuya a que la investigacion de estos patdgenos

emergentes, deje de ser excepcional en el diagnéstico de rutina.
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Microsporidios

1. MICROSPORIDIOS

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Los microsporidios son parasitos unicelulares que presentan un mecanismo peculiar
y Unico de infectar las células que los albergan. Se desarrollan exclusivamente en el medio
intracelular y carecen de estadios metabdlicamente activos fuera de la célula huésped
(Canning, 1993). Se transmiten mediante resistentes esporas que presentan enrollada en su
interior una estructura especializada denominada tubo o filamento polar. En condiciones
favorables, el filamento polar es lanzado a través del polo anterior de la espora y penetra en
la célula hospedadora, sin romper la membrana celular. El esporoplasma (conjunto de
estructuras infectantes) migra a través del tubo polar, entrando directamente en el
citoplasma. A diferencia de otros parasitos que penetran en la célula hospedadora mediante
fagosomas, los microsporidios se multiplican en contacto directo con el citoplasma de la
célula huésped y protegidos, por tanto, de la accion de los lisosomas (Canning y Lom,
1986).

Estos organismos presentan determinadas caracteristicas propias de células
procariotas, indicando que filogenéticamente son protozoos muy antiguos. Asi, en la
subunidad mayor ribosomal de los microsporidios, la fraccion 5,8S del RNA se encuentra
fusionada a la fraccion 21S-like del RNA (Vossbrinck y Woose, 1986; Katiyar y col., 1995)
y el RNA de la subunidad menor ribosomal es de menor tamafio (1.100 a 1.400 bases) al
encontrado en células procariotas (Vossbrink y col, 1987). Ademas carecen de
mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi desarrollado (Vavra, 1977; Curgy y col,
1980). En otros aspectos, son tipicamente eucariotas, presentan un nlcleo bien definido
delimitado por una membrana nuclear y poseen un sistema intracitoplasmatico de
membranas bien desarrollado, incluyendo un agregado de vesiculas que se piensa sea un
primitivo aparato de Golgi. Aunque carecen de centriolos, la separacién de cromosomas en
el proceso de division celular se realiza mediante husos de microtiibulos que irradian desde
los polos internos de la membrana nuclear. En algunos géneros el micleo es inico durante
todas las fases del desarrollo, mientras que en otras es pareado (diplocario). Poco se conoce

de los procesos sexuales en estos microorganismos (Canning y Lom, 1986).
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1.2.CICLO BIOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURA

El ciclo bioldgico de los microsporidios se desarrolla en tres fases: la fase infectiva,

que comprende desde la liberacion de la espora al medio extracelular hasta el momento en

que ésta infecta una célula susceptible; la fase de merogonia o fase proliferativa, y la fase
de esporogonia o fase de maduracion, que culmina con la produccion de las esporas.
|

Figura 1. Disefio esquematico del ciclo biologico de los microsporidios.
A y B: fase infectiva, espora libre en el medio ambiente (A); extrusion del tubo polar e
introduccién del contenido de la espora en una célula hospedadora susceptible (B). C: fase

proliferativa (merogonia). D: fase de maduracion (esporogonia).
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Espora
Las esporas de los microsporidios son de variados tamafios seglin la especie, desde
las pequeiias esporas de Enterocytozoon bieneusi (1.2 x 0.8 um) a las de Mrazekia piscicola

que miden 20 x 6 pum.

T A B C

Figura 2. Ultraestructura de las esporas de microsporidios. A y C: Microscopia electronica de {ransmision:
esporas de E. hellen procedentes de cultivo. Bornay-Llinares y Pemén, 1997 (A); Scaglia y col., 1994 (C).

B: Disefio esquemdtico de una espora de microsporidio (Cali y Owen, 1988). Ex: exospora; En: endospora;
Py: vacuola posterior; A (ad): disco de anclaje; Pt (pt): tubo polar; p: polaroplasto; Lp: membranas del

polaroplasto; R: ribosomas; D: nicleos; Sp: esporoplasma.

La pared de la espora esta formada por dos capas bien diferenciadas. La capa
externa o exospora es una capa proteica (lisa o festoneada) que varia en espesor segun la
especie (15-200 nm). La capa interna o endospora esta compuesta por quitina y mide 150-
200 nm de espesor, excepto en la parte central del polo anterior de la espora donde mide 30

nm o menos.

El interior de la espora contiene el agente infeccioso o esporoplasma y el aparato de
extrusion formado por el filamento polar, el disco de anclaje (saco polar) y un complejo

sistema de membranas (polaroplasto). El disco de anclaje es una estructura localizada en el
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contorno de la parte anterior de la espora. La base del tubo poiar, parte del centro de esta
estructura y se dirige hacia la periferia donde se enrolla rodeando en espiral al citoplasma.
El diametro del tubo en esta region es de 100-150 nm. La parte anterior del tubo polar esta
rodeada por un sistema de membranas dispuestas a modo de sacos o laminas denominada
polaroplasto.

El espacio sobrante de la espora lo ocupan, la vacuola posterior y un citoplasma
relativamente indiferenciado que contiene algo de reticulo endoplasmatico Tugoso y
ribosomas libres. Este conjunto rodea uno o dos niicleos que se disponen centralmente en la
espiral del tubo polar. El contenido de la espora a excepcién del aparato de extrusion se
denomina esporoplasma.

Cuando el tubo polar es evertido el esporoplasma viaja a través del tubo polar,
penetrando en la célula hospedadora donde inicia un nuevo ciclo biolégico (Canning y

Lom, 1986; Canning, 1993; Martinez Fernandez, 1995).

Merogonia.

También denominada esquizogonia, por algunos autores, es la fase proliferativa.
Comienza cuando, en el interior de una célula apropiada para su desarrollo, el
esporoplasma evoluciona formando merontes.

Los merontes son células redondas, irregulares o elongadas que en estadios tardios
presentan un rudimentario sistema de reticulo endoplasmaético liso y rugoso. La membrana
plasmatica es simple, aunque algunos géneros presentan estructuras especializadas en la
interfase con la célula hospedadora. Los merontes pueden tener un nicleo aislado o doble v
pueden dividirse por fision binaria, multiple o por plasmotomia. La cariocinesis ocurre de
forma repetida antes que la division celular tenga lugar, resultando formas redondeadas de
plamodio multinucleado, como en la especie E. bieneusi (Cali y Owen, 1990) o células
multinucleadas semejantes a cintas, descritas en S. infestinalis (Cali y col, 1993). En
humanos, tras producirse la merogonia en algunas células susceptibles localizadas en la

puerta de entrada del parésito (epitelios digestivo y respiratorio), se puede producir, via

sanguinea o linfatica, la diseminacion de los parasitos (Cali, 1991; Cali y col., 1993).
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Esporogonia

Los esporontes son estadios previos a los esporoblastos. Presentan en su superficie
una cubierta electrodensa que al final de la esporulacion formara la capa externa de la pared
de la espora (exospora). Pueden presentar un niicleo aislado o doble. A veces los esporontes
se dividen directamente en esporoblastos por fisién binaria. Otras, forman estadios
multinucleados (esporogonia plasmodial) y pasan por procesos de division en dos fases o
secuenciales. Las secuencias de division son muy variadas y caracteristicas de cada género.

Taxonomicamente, los microsporidios se dividen en dos subordenes basados en la
secuencia de la esporogonia. Uno en que las esporas estan empaquetadas en vesiculas
esporoforas, también conocidas como membranas panesporoblasticas (Suborden
Pansporoblastina), el otro en que las esporas aparecen dispersas en el citoplasma de la
célula hospededadora (Suborden Apansporoblastina). En los géneros que presentan
vesiculas esporoforas, la cubierta caracteristica es secretada en la superficie del esporonte
antes de la division en esporoblastos. El nimero resultante de esporoblastos y
posteriormente de esporas se utiliza como diagnéstico de género. En el Suborden
Apansporoblastina, la cubierta del esporonte es secretada en la superficie del esporonte
libre (Sprague, 1977; Levine y col., 1980).

Algunos géneros de microsporidios presentan en su desarrollo, mas de una
secuencia esporogonica y a veces también mas de una secuencia merogonica. El curso de
estas secuencias es tan diferente que caracteriza a nivel de género.

Los esporoblastos son generalmente cuerpos ovoides. Su desarrollo es un proceso
de maduracion hasta convertirse en esporas. Presentan un incremento en la cantidad de
reticulo endoplasmatico liso y rugoso. Las vesiculas de Golgi estan presentes y son
responsables en parte de la formacion del tubo y saco polar. I.a membrana
clectrotransparente, denominada endospora, se adhiere graélualmente ala pared de la espora
por debajo de la densa cubierta (exospora). Las vesiculas del rudimentario aparato de

Golgi, obsoletas al finalizar el proceso de maduracién, coalescen para formar la vacuola

posterior. (Canning y Lom, 1986, Canning, 1993; Martinez Fernandez, 1995).
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‘Figura 3 (continuacién). Estadios del ciclo biolégico de los microsporidios.

A, B y C: esporas libres; D: merogonia; E, F y G: diversos estadios de desarrollo vy

maduracion de las esporas; H, I'y J: esporas maduras.

A: espora de Encephalitozoon spp. (Soule y col., 1997)

B: cspora de Enterocytozoon bieneusi (Bornay-Llinares y Peman, 1997)

C: espora de Fncephalitozoon hellem, mostrando la extrusion del tubo polar (Visvesvara y
col., 1991)

D: fase de merogonia de Enterocytozoon bieneusi, se observan las inclusiones
electrotransparentes y los discos electrodensos (precursores del aparato de extrusion)
(Schwartz y col., 1994a)

E: fase de esporogonia de Fnterocytozoon bieneusi, esporoblastos en contacto directo con
el citoplasma de la célula hospedadora, conteniendo un tubo polar con 5-7 vueltas
dispuestas en doble hilera, caracteristica de especie (Schwartz y col., 1996).

F: fase de esporogonia de Encephalitozoon hellem, con diferentes formas evolutivas en el
interior de una vacuola parasitofora (Visvesvara y col., 1994).

G: esporogonia de Encephalitozoon (Septata) intestinalis, vacuola parasitofora con
diferentes estadios evolutivos separados por una matriz fibrilar, caracterizando la especie
(Schwartz y col., 1996).

H: vacuola parasitéfora con esporas maduras de microsporidios separadas por una matriz
fibrilar propia de Encephalitozoon (Septata) intestinalis. (Soule y col., 1997)

I Microscopia electronica de barrido, mostrando una vacuola parasitofora repleta de
esporas maduras de Lncephalitozoon hellem (Visvesvara y col., 1994)

J: esporas maduras de Enferocytozoon biencusi, libres en el citoplasma de la célula

hospedadora (Schwartz y col., 1994a)
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1.3. TAXONOMIA

La sistematica, en sus comienzos, se basaba en las caracteristicas estructurales
observadas por microscopia para separar a los protozoos taxondmicamente. Las enormes
variaciones que presentan con relacion al ciclo vital y aspectos fisiologicos, citologicos y
bioquimicos dificultan el consenso que defina cal de ellas debe ser considerada para
inferir relaciones filogenéticas. Se han utilizado caracteristicas ultraestructurales y de
desarrollo para establecer relaciones en la evolucion de diferentes géneros. Sin embargo, las
comparaciones de caracteres fenotipicos son cualitativas y poco objetivas para establecer
relaciones genéticas mensurables. El secuenciamiento de proteinas o genes que comparten
una historia evolutiva comin puede ser usada para inferir cuantitativamente relaciones
filogenéticas (Gadjhagar y col., 1991). Se procede a la comparaciéon de secuencias
macromoleculares comunes a todos los seres vivos, y por ello, comunes también a los
antecesores comunes. La idea partio del trabajo de Zuckerland y Pauling (1965) y consiste
en hacer una filogenia molecular. Los RNA ribosomales (fRNA) o sus DNA nucleares
parecen ser las moléculas ideales para el analisis filogenético molecular (Woese, 1987). Los
ribosomas estan distribuidos universalmente en los organismos individuales o sus
componentes {cloroplastos, mitocondrias y organulos funcionalmente equivalentes);
ademas, las variaciones que se observan en los rRNA son comparativamente mas
conservadas que las de otros constituyentes universales, tales como la ubiquitina, actina y
tubulina. Las secuencias del RNA de la subunidad menor ribosomal (SSU-rRNA) presentan
regiones altamente conservadas, junto a otras distintas incluso entre especies de un mismo
género, por lo que son una de las principales herramientas empleadas para el estudio de las
interrelaciones filogenéticas de los seres vivos (Martinez Fernandez, 1995). El SSU-rRNA
(16S-like) y las regiones que lo codifican son especialmente ttiles para estimar la distancia
de relacion filogenética entre amplios rangos evolutivos (Gajadhar y col., 1991; Sogin y
col., 1993). Este hecho no es diferente para los microsporidios como exponemos a

continuacion.
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Figura 4. “El arbol de la vida”. Posicién de los microsporidios en el arbol

filogenético universal mediante analisis de la secuencia del gen que codifica el RNA de

la subunidad menor ribosomal (Sogin y col., 1993).
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" Desde que Balbiani en 1882 creo .el orden Microsporidia para reunir a estos
organismos, se han sucedido distintas clasificaciones. Sprague (1977) los elevo a la
categoria de phylum, que denominé Microspora, dentro del reino Protozoa. Desde la
clasificacion general de los protozoos adoptada por la Sociedad de Protozodlogos (Levine y
col, 1980), que divide los microsporidios en dos grupos basandose en la presencia o
ausencia de vesicula espordfora (Sprague, 1977, Sprague, 1982), se han propuesto ¢inco
sistemas diferentes de clasificacion. Weisser (1985) basa la clasificacion en la condicion
nuclear de las esporas, situando las especies que presentan nucleo diplocario en el orden
Nosematidida v a las uninucleadas en el orden Pleistophoridida. Sprague y col. (1992),
crean las clases Dihaplophasea v Haplophasea segin las caracteristicas del ciclo celular.
Issi (1986), propone una clasificacion, conscientemente artificial, basada en la morfologia
de la espora y de los estadios de desarrollo que tiene por objeto facilitar la inclusion de
nuevas especies en un contexto taxonomico. Larson (1986), considera que esos caracteres
(diplocario, vesicula esporofora y meiosis) han evolucionado independientemente en varios
linajes y propone un agrupamiento de los géneros segun caracteristicas ultraestructurales y
de desarrollo a nivel inferior a familia. Actualmente, los microsporidios no son
considerados por algunos autores como miembros de los Protozoa, siendo agrupados junto
los Diplomonadida (ej. Giardia lamblia) en un nuevo taxén: los eucariotas amitocondriales
(Sogin y col., 1991). Cavalier-Smith (1993), al proponer una nueva clasificacion del Reino
Protozoa, sitia taxonémicamente el phylum, que denomina Microsporidia, en un reino
aparte, el Reino Archezoa, caracterizado por contener microorganismos que carecen de
mitocondrias, peroxisomas, hidrogenosomas y dictiosomas.

Todas las clasificaciones anteriores estan basadas fundamentaimente en criterios
morfologicos que han generado descripciones inadecuadas de géneros y especies, aunque
finalmente se ha llegado a un consenso respecto a la correcta denominacioén del nombre del
phylum, el autor y la fecha: Microsporidia, Balbiani, 1882 (Becnel y Sprague, 1998).

La secuencia de nucledtidos del gen que codifica el RNA de la subunidad menor
ribosomal (SSU-rRNA) de un microsporidio aislado de insectos, Vairimorpha necatrix,
sugiere que los los microsporidios son organismos ancestrales, que aparecen mucho antes
que los eucariotas en ¢l desarrollo evolutivo (Vossbrink y col.,, 1987). Los métodos de

analisis molecular y filogenético, aportan evidencias suficientes para que la posicion de
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determinadas especies en los actuales sistemas de clasificacién sea constantemente
revisada.

Asi, Fries y col., (1996) describieron una nueva especie Nosema ceranae, parasito
de la abeja Apis cerana. Trabajos anteriores habian atribuido estas infecciones en las abejas
a Nosema apis (Lian, 1980; Yakobson y col., 1992), pero estudios detallados de
ultraestructura demostraron diferencias morfolégicas y mediante métodos de analisis
molecular se confirm¢é que dichos aislados eran especies completamente distintas. También
se ha constatado la situacion contraria y Vairimorpha necatrix es sindbnimo de otra especie
Nosema necatrix, pues ambas presentan un 100% de homologia en el gen que codifica la
SSU-rRNA (Pieniazek N.J., observaciones no publicadas). Otro ejemplo de clasificacion
redundante se di6 entre Nosema tricoplusiae y Nosema bombycis, ambas especies
mostraron un 100% de homologia en la secuencia del SSU-rRNA, ademas de idéntica
morfologia (Pieniazek y col., 1996).

El analisis filogenético usando las secuencias de los genes que codifican la SSU-
tRNA, Ia subunidad mayor del RNA ribosomal (LSU- tRNA) vy el espaciador intergénico
(IGS), puede utilizarse como referencia para crear un modelo taxonémico que ayude a
corregir las paradojas creadas por la sistematica tradicional (Olsen, 1987, Ward y col.,
1992; Olsen y Woese, 1993; Sogin vy col.,, 1993; De Rijk y col.,, 1995). Los tres grupos
principales de métodos usados en anélisis filogenético son: el método de parsimonia o
método de compatibilidad, el método de matriz de distancia (ej. “neighbor joining™) vy el
método de semejanza maxima (Felsenstein, 1988).

El método de analisis de parsimonia realiza la reconstruccion filogenética,
basindose en el minimo de veces que un determinado evento debe haber ocurrido, o
mediante el sumatorio del nimero que diferentes eventos ocurrieron, asumiendo con ello,
que el cambio evolutivo es improbable a priori (Camin y Sokal 1965; Felsenstein 1981;
Felsenstein, 1988). El método de matriz de distancia (distancia génica) genera arboles
acomodandolos en una matriz de distancia de pareamiento entre las especies. En el caso de
secuencias de nucledtidos, la distancia puede ser calculada, por ejemplo, a partir de la
fraccion de lugares diferentes entre dos secuencias distintas (Felsenstein, 1988). El método

de semejanza (similaridad-disimilaridad), introducido por Felsenstein (1981), es el mas

general para derivar estimaciones estadisticas a partir de los datos inferidos. En este método
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se entiende que la semejanza de las especies en el arbol es la probabilidad del dato
(secuencia) o del modelo (grupo de organismos en investigacion) y el arbol en si,
considerado como funcion de ese arbol. Este método simplemente asume, que el arbol que
maximiza la semejanza es el que maximiza la probabilidad de que el dato en cuestion haya
ocurrido (Felsenstein, 1988). Los métodos de semejanza y de matriz de distancia se
muestran superiores al método de parsimonia para inferir analisis filogenético de
secuencias complejas desde el punto de vista evolutivo (Felsenstein 1978; Felstein, 1988,
Pieniazeck N.J., comunicacién personal). Aunque el analisis filogenético sea un método de
gran utilidad en el estudio taxdmico de los microsporidios, no debe ser utilizado como
{nico instrumento para la alteracion de taxa previamente establecidas (Vossbrink y col,,
1987; Vossbrinck y col., 1993; Baker y col., 1994; Weiss y col., 1994; Zhu y col., 1994,
Baker y col., 1995).

En la figura 5 se presenta un ejemplo de analisis filogenético realizado a partir de
las secuencias que codifican la SSU- rRNA de 27 especies de microsporidios (Pieniazek,
Kurtti y Fries, datos no publicados). En el mismo, podemos observar que especies
filogenéticamente relacionadas entre si y previamente clasificadas en el género Nosema (N.
acridophagus v N. algerae), se encuentran situadas a una gran distancia evolutiva con las
otras especies del dicho género. Este hecho derivard en Ja propuesta de creacion de un
nuevo género de microsporidios, denominado Visvesvaria, para incluir estas especies.
(Pieniazek N.J., comunicacion personal).

La taxonomia de los microsporidios ha sido y continta siendo revisada. Este hecho
no es diferente para las especies de microsporidios que infectan al hombre como

describiremos mas adelante.
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Figura §. Arbol filogenético obtenido a partir del analisis de las secuencias de los genes

que codifican la SSU-rRNA de 27 especies de microsporidios (Pieniazek, Kurtti y Fries,
datos no publicadbs).
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Figura 5 (continuacién). Fenograma generado por el programa PUZZLE (Strimmer y von
Haeseler, 1996) mediante el método de semejanza maxima de 27 taxa de microsporidios.
Los ntimeros a derecha e izquierda de los nodos indican e] “quartet puzzling” que apoya
cada rama interna. Como grupo externo se empled Halobacterium halobium (nimero de
acceso al GenBank M11583). La barra indica una distancia evolutiva de 0.1 nucledtidos
por posicion en la secuencia. Los paréntesis indican los cuatros grupos filogenéticos propuestos
por Baker y col. (1995). 1. Grupo Vairimorpha/Nosema, 2. Grupo Encephalitozoon,
3. Grupo Endoreticulatus [Pleistophora sp. es identica a Endoreticulatus schubergi],
4. Grupo Ichthyosporidium.

A continuacion sé enumera la lista completa de las especies (excepto las especies no
Publicadas: N. algerae, N. acridophagus y E. laceriae), con los nimeros de acceso de la secuencias del

SSU-rRNA en el Gen Bank.

Amblyospora californica, U68473, Baker y col.; Amblyospora sp., U68474, Baker y col;
Ameson michaelis, L15741, Zhu y col.; Antonospora scoticae, AF024655, Pieniazek y col.;

Enterocytozoon bieneusi, AF024657, Pieniazek y col.; Enterocytozoon salmonis, U10883, ,

Pieniazek y col.; Glugea atherinae, U15987, Pieniazek y col., Ichthyosporidium sp.,

139110, Baker y col.; Nosema apis, U26534, Pieniazek y col.; Nosema bombycis, U09282,

Encephalitozoon cuniculi, 1.17072, Pieniazek y col,; Encephalitozoon hellem, 1L.19070, |
Pieniazek v col.; Encephalitozoon (Sepiata)intestinalis, U09929, Pieniazek y col ; 2-
Pieniazek y col.; Nosema furnacalis, U26532, Piemazek y col.; Nosema (Vairimorpha) |
necatrix, U11051, Pieniazek y col.; Nosema ceranae, U26533, Pieniazek y col; ‘
Nosema oulemae, U27359, Pieniazek y col.; Nosema sp., D85501, Hatakeyama y col;
Nosema vespufa (Vairimorpha lymanrriae), U11047, Pieniazek y col.; Pleistophora

anguillarum, U47052, Hsu y col.; Pleistophora sp., U10342, Pieniazek y col.; Spragiea

lophii, Pieniazek y Hinkle, AF033197; Vitiaforma corneae (Nosema corneum), 111046,

Pieniazek v col.; Vavraia oncoperae, X74112, Malone y col..

Nota: para N. algerae y N. acridophagus se propone el nombre de género Visvesvaria.
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2. MICROSPORIDIOSIS HUMANAS

2.1. ETIOLOGIA

2.1.1. Posicion taxonémica

Hasta el momento se han descrito pocas especies de microsporidios como agentes
patogenos en humanos. Clasicamente la identificacion vy clasificacién de especie se¢
realizaba mediante el estudio morfologico con microscopia electronica de transmision. En
las tablas 1 y 2 se refleja la posicion taxonomica de las especies descritas en patologia
humana segin Levine y col. (1980) y Sprague y col. (1992), con la adicion de las especies
descritas posteriormente a la publicacion de ambas clasificaciones. En ambas se describen

erroncamente a los microsporidios formando el Phylum Microspora dentro del Reino

Protozoa (Becnel y Sprague, 1998).

Tabla 1. Microsporidios patogenos para el hombre segin Levine y col. (1980).

Apansporablastina

Nosematidae

Encephalitozoonidae

Enterocytozoonidae

Trachipleistophora

Nosema

Vittaforma

Encephalitozoon

“Septata”

Enterocytozoon

Clase Orden Suborden Familia Género Especie
Rudimicrosporea
Microsporea Minisporida

Microsporida Pansporoblastina Pleistophoridae Pleistophora Pleistophora sp.

T. hominis

N. connori

N. ocularum
V. corneae
E. cuniculi
E. hellem

E. (8. intestinalis

£, bieneusi
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Tabla 2. Microsporidios patogenos para el hombre segin Sprage y col. (1992),

Clase Orden Familia Género Especie
Dihaplophasea Meiadihaplophasida
Dissociohaplophasida Nosematidae Nosema N. connori
N. ocularum
Vittaforma V. corneae
Haplophasea Glugeida Pleistophoridae Pleistophora Pleistophora sp.
Trachipleistophora T. hominis

Encephalitozoonidae

Enterocytozoonidae

Encephalitozoon

“Septata”

Enterocyfozoon

Encephalitozoon sp
E. cuniculi

E, hellem

E. (S) intestinalis

E. bieneusi

No clasificados

No clasificados

No clasificados

Microsporidium

M. ceylonensis

M. africanum

Sin embargo la clasificacion de Sprague y col. (1992), basada en caracteristicas
ultraestructurales que no son faciles de observar, comete errores como situar a Vairimorpha
necatrix en una clase diferente de Nosema necatrix, siendo “ambas” una unica especie.

Entre los microsporidios patdgenos para el hombre vy al igual que vimos en otras
especies parasitas de animales, aparecen continuos cambios taxondmicos. Uno de los
¢jemplos mas recientes es la reclasificacion de N. corneum (Shadduck y col., 1990) como
Vittaforma corneae después de un detallado estudio ultraestructural de los estadios
evolutivos de esta cspecie de microsporidio (Silveira y Canning, 1995). Este hecho
concuerda con analisis filogenéticos que demuestran que las especies de Nosema oriundas
de artropodos forman un grupo separado de las aisladas en vertebrados y sittan a .
corneum  relacionada con los microsporidios que infectan vertebrados, incluidas las
especies patogenas para el hombre (Baker y col., 1995; Pieniazek, Kurrti v Tries,

observaciones no publicadas [Figura 5, pagina 17]).
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Debemos citar aqui la polémica existente sobre la posicidn taxonémica de Sepfata
intestinalis (Cali y col., 1993). Aunque nadie discute la clasificacion de este microsporidio
como nueva especie, se ha propuesto reclasificarla dentro del género Encephalitozoon
(Baker y col, 1995, Hartskeerl y col, 1995; Didier y col.,, 1996a), motivando
argumentaciones en sentido contrario por otros autores (Cali y col., 1996). Con relacién a
ello, debemos puntualizar que a pesar de las semejanzas morfologicas y antigénicas que la
especic presenta con las del género Encephalitozoon (Hartskeerl y col., 1995; Didier y col,,
1996a), el argumento esgrimido por Hartskeerl y col., (1995) basandose en la homologia
encontrada a nivel del gen que codifica la SSU-rRNA entre S. intestinalis y E. hellem (90%
de homologia), no ofrece base cientifica suficiente para determinar la posicion de una
especie de microsporidio en un género existente (Pienazek N.J., comunicacién personal) ya
que las diferencias en las secuencias del SSU-TRNA entre especies del mismo genero, son
mucho mayores que las encontradas entre organismos mas recientes desde el punto de vista
evolutivo (Vossbrinck y col., 1987; Olsen y Woese, 1993; Sogin y col., 1993). El analisis
filogenético sitia a S. infestinalis en un grupo evolutivamente relacionado con E. cuniculi y
E. hellem (Baker y col., 1995; Pieniazek, Kurtti y Fries, resultados no publicados [figura 5,
pagina 17]).

Estos resultados demuestran que las secuencias de la SSU-TRNA pueden ser de gran
utilidad para confirmar posiciones filogenéticas de microsporidios cuya clasificacion no
esta claramente definida. Sin embargo, debido a que las diferencias entre secuencias de
especies de microsporidios son mayores que las observadas entre otros microorganismos y
a la morfologia semejante de determinadas especies, seria deseable que la nomenclatura de
las especies no fuese alterada inmediatamente sino en el seno de comités multidisciplinares

constituidos para este fin.

2.1.2. Caracteristicas ultraestructurales

Las principales caracteristicas ultraestructurales de las principales especies
patdgenas para el hombre se exponen en la tabla 3 (pagina 24).

E. bieneusi fue inicialmente detectado por Modigliani y col. (1985) y descrito con
detalle por Desportes y col.(1985) como una nueva especie de microsporidio presente en las

heces v en tejido intestinal de un paciente con sida y diarrea cronica (Desportes y col,
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1985). Es el patogeno intestinal mas prevalente en pacientes con sida y puede afectar al
arbol hepatobiliar y a las células epiteliales del ducto pancreatico (Weber y col., 1994:
Schwartzy Bryan, 1997).

S. intestinalis se describid en 1992 (Orenstein y col, 1992a; Orenstein y col,
1992b) como un microsporidio semejante ultraestructuralmente a los pertenecientes al
género Encephalitozoon. Las diferencias morfolégicas observadas determinaron la creacion
de un nuevo género y especie (Cali y col., 1993). La mayoria de los autores ha aceptado la
reclasificacion como E. intestinalis (Hartskeer] y col, 1995), v por ello asi lo
denominaremos én adelante. Es la segunda especie en prevalencia entre las que infectan
humanos (Conteas y col., 1996; Coyle y col., 1996; Sodré y col., 1997). La infeccidn por £.
intestinalis presenta un cuadro clinico superponible al causado por E. bieneusi, afectando
en ocasiones a colon y arbol hepatobiliar. Pero a diferencia del anterior, es causa frecuente
de infeccion diseminada, parasitando diversos organos y tejidos (Weber y col., 1994;
Schwartz y Bryan, 1997).

E. cuniculi, fue el primer microsporidio reconocido como paréasito de mamiferos.
Wright y Craighead en 1922, describieron la infeccién en conejos domésticos y un afio
después, Levaditi y col. (1923), denominaron al agente etiolégico como lo conocemos
actualmente. La infeccion por Encephalitozoon spp. fue diagnosticada en pocas ocasiones
antes de la pandemia del sida; surgiendo seguidamente los primeros casos de
queratoconjuntivitis. También fueron descritas, infecciones extraoculares (hepatitis vy
peritonitis) (Weber y col, 1994). Recientemente han sido identificados nuevos casos de
infeccion diseminada comprometiendo diversos organos y tejidos (Schwartz y Bryan,
1997).

E. hellem fue identificado como nueva especie por Didier y col. en 1991, Este
microsporidio es morfolégicamente indistinguible de % cumiculi y Gnicamente la
utilizacion de métodos bioquimicos, inmunoldgicos o moleculares, permiten distinguir
ambas especies (Didier y col., 1991; Visvesvara y col., 1991). Desde su descripcion la
mayor parte de los casos de infeccion sistémica descritos en humanos son debidos a esta
especie y lés manifestaciones clinicas de las infecciones son igualmente similares
(Schwartz y Bryan,, 1997). Si a este hecho afiadimos la imposibilidad de distinguir

morfolégicamente las esporas de E. intestinalis con las de microsporidios pertenecientes al
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génerc; Encephalitozoon, es logico suponer que muchos de los casos previamente descritos
como causados por E. cuniculi o Encephalitozoon spp., fuesen debidos a infecciones por las
otras especies mas prevalentes.

Pleistophora spp. son microsporidios que parasitan insectos y peces. Han sido
identificados como agentes de infecciones en misculo esquelético en tres pacientes, dos de
los cuales estaban infectados por el VIH (Chupp y col., 1993; Grau 'y col.,1996). El tercer
paciente presentaba una severa inmunodeficiencia celular pero después de cuatro afios de
seguimiento tras el diagnéstico de la infeccidn continuaba con serologia negativa para el
VIH (Ledford y col., 1985; Macher y col., 1988).

Trachipleistophora hominis, una nueva especie descrita en 1996 por Hollister y col.,
como agente causal de miositis en un paciente con sida (Field y col.,, 1996) ), viene a
incrementar el creciente nimero de microsporidios patégenos para el hombre. Desde
entonces, dos casos de infeccién por microsporidios que parecen ser especies de
Trachipleistophora han sido descritos en sendos pacientes con sintomas neurolégicos, cuya
autopsia demostré el caracter diseminado de la infeccion (Yachnis y col., 1996).

Nosema spp. son conocidos parasitos de invertebrados. El primer caso de infeccion
humana por N. conori fue descrita en 1973, asociada con un cuadro de infeccion
diseminada en un nific atimico que presentd el parasito en la mayor parte de los tejidos
examinados en la autopsia (Margileth y col, 1973). Otra especie, N. ocularum fue
identificada en muestras de tejido de un paciente con iilcera corneal (Cali y col., 1991).

Vittaforma corneae, es la Unica especie de este nuevo género creado por Silveira y
Canning (1995) tras detallado analisis ultraestructural de un microsporidio aistado de tejido
ocular, previamente denominado N. corneum (Shadduck y col., 1990).

Los microsporidios descritos en humanos que no han sido suficientemente
caracterizados para ser asignados a un determinado género, se denominan colectivamente
bajo el término de Microsporidium spp. Aqui se incluyen, M. cyelonensis descrito en una
ulcera corneal de un joven en Ceilan (Ashton'y Wirasinha, 1973), M. africanum, localizado
en el estroma de una (lcera corneal perforada de una mujer en Botswana (Pinnolis y col.,
1981), Microsporidium spp. observado en mucosa gastrica de un paciente con sida en
Valencia (Espafia) (Flores y col.,, 1993) y el hallado en India por Kelkar y col. (1997) en

una paciente sometida a transplante de médula osea.
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Tabla 3. Caracteristicas ultraestructurales de microsporidios patdogenos para el

hombre.

VP NUCLEO MEROGONIA ESPOROGONIA VE ESPORA

Nosema spp. No Doble Fisién binaria o Disporoblastica No Binucleadas
multiple 2-25%x5um

Tp: 11-12 vueltas en
finica hilera

V. cornene No (1) Doble Fision binaria Poliesporoblastica (2) No Binucleadas
1,2x3.8 pm
Tp: 5.7 vueltas en
Unica hilera.

Pleistophora spp. No(3) | Unico Plasmodios Poliesporobléstica 81(4) Uninucleadas
multinucleados 2.8x3.2-3.4 um.
Tp: 9-12 vueltas en
tnica hilera.

T. hominis No (5) Fision binaria o Fisién binaria S1(6) Uninucleadas
plasmotomia 2.4%x4.0 um

Tp: REV
Vacuola posterior
prominente.

E.ncephalitozoon spp. | S1(7) Unico Fision binaria Fision binaria No Uninucleadag
1.15x2-2.5 pm.
Tp: 4-7 vueltas en
unica hilera.

E. bieneusi No Unico (8) Plasmodios Poliesporeblastica (10) | Neo Uninucleadas
meuittinucleados(9) 0.7-1 x 1-1.6 ym.
Tp: 4-7 vueltas en
doble hilera.

VP vacuola parasitéfora; VE: vesicula espordfora; Tp: tubo polar
Cada parasito rodeado por una cisterna de reticulo endoplasmatico de la célula hospedadora.

Esporontes acintados dando lugar a una disposicidn linear de esporoblastos.

El pardsito segrega una gruesa v amorfa pared a su alrededor aislandose de 1a célula hospedadora.
Pared multicapa. Grany variable nimero de esporas en vesicula espordfora.
Merontes: estadios con 2 a varios niicleos. Esporontes y esporoblastos: uninucleados.

Pared simple. Vesicula esporéfora conteniendo de 2 a >32 esporas.

AL oA G

Delimitada por una membrana plasmatica simple, originada por la célula hospedadora. E. (Sepfafa)
intestinalis presenta una matriz fibrilar rodeando los organismos en desarrollo, caracteristica de especie.
8. Elongado en los estadios iniciales. Caracteristico de género.

9. Redondeados y > 6 pm de didmetro. Presencia de discos electrodensos e inclusiones electrotransparentes

ficas en este género.

10. Desarrollo de organelas de Ia espora, precoz a la fision multiple del plasmodio esporogénico en

esporoblastos.
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

A partir de la descripcion de estos parasitos como agentes de infeccion humana, el
nimero de casos relatados se ha incrementado notablemente y determinados aspectos
epidemiologicos relacionados con los agentes implicados y con la enfermedad van siendo
paulatinamente definidos.

En 1987, Canning y Hollister, plantearon dos preguntas fundamentales: , es E.
bieneusi un parasito natural del hombre o su habitat es zoonético?, vy consecuentemente,
¢las infecciones humanas son adquiridas, o simplemente exacerbaciones de parasitacion a
niveles subpatentes que se manifiestan clinicamente en individuos inmunosuprimidos?.

Hoy, diez afios después, las respuestas a estas preguntas solo se conocen parcialmente.
3.2.1. Prevalencia y distribucion geogrifica

Las microsporidiosis humanas, presentan una distribucién cosmopolita. Han sido
documentados casos en individuos de los cinco continentes y la inmensa mayoria de éstos
afectando enfermos con sida (Weber y col., 1994; Schwartz y Bryan, 1997). Este hecho
llevo a sugerir que los microsporidios podian ser parasitos naturales del hombre, causando
enfermedad sdlo en situaciones de inmunosupresion (Canning y Hollister, 1992)

Desde la descripcion de k. bieneusi (Desportes y col., 1985) hasta 1989 se habian
descrito 42 casos de microsporidiosis humana (Canning y Hollister, 1990). Este nGmero se
incrementd a mas de 400 en 1993 (Bryan y Weber, 1993) y 4 afios después mas de 600
casos habian sido diagnosticados Ginicamente en Estados Unidos (Bryan, 1995). L.a mayoria
de cllos son debidos a E. bienewusi. La prevalencia de microsporidios en pacientes con sida y
diarrea cronica oscila entre el 7 y el 50% segiin las series (Orenstein y col., 1990; Field v
col.,, 1993; Molina y col., 1993; Cominos y col., 1994; Kotler y Orenstein, 1994; Weber y
col., 1994; Franzen y col., 1996a; Lambl y col.,, 1996; Conteas y col., 1996; Coyle y col.,
1996; Sodré y col., 1997). Estas variaciones pueden deberse tanto a diferencias reales,
segun la localizacion geografica, como a diferencias en la sensibilidad de los métodos
diagnoésticos empleados en los diferentes estudios. En Espafia se han realizado tres estudios

en enfermos con sida y diarrea crénica. Los resultados muestran una prevalencia del 20%,
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15.4% y 12 % respectivamente y en todos los casos la especie identificada fue E. bieneusi
(Moreno-Camacho y col., 1995; Bornay-Llinares y col., 1996; del Aguila y col.,, 1997a). E.
intestinalis ocupa el segundo lugar en frecuencia entre los agentes de microsporidiosis
humana (Field y col,, 1996; Coyle y col., 1996; Ommbruck y col., 1996; Sodré y col,
1997; Franzen y col., 1995a), mientras que las infeciones documentadas por el resto de las
especies no alcanzan los 50 casos.

Dejando a un lado el hecho probado de que estas infecciones ocurren mas
frecuentemente en pacientes severamente inmunocomprometidos infectados por el VIH,
parece que pueden emerger como importantes agentes de infecciébn en pacientes con otro
tipo de inmunosupresion (ej., receptores de transplantes de 6rganos) (Schwartz y Bryan,
1997). La presencia de microsporidios ha sido también documentada, en pacientes con sida
asintomaticos (Eeftinnk Schattenkerk y col., 1991; Rabeneck y col., 1993; Svenson y col,,
1993) y en individuos inmunocompetentes (Deloul y col, 1994 Sandfort y col., 1994;
Sobottka y col., 1995b; Flepp y col., 1996; Monneret y col., 1995; Enriquez y col., 1997a).
Estos datos indican la posibilidad de que las infecciones por microsporidios sean mas
frecuentes que lo estimado y sostienen el escaso poder patogeno de este grupo de

organismos en individuos inmunocompetentes.
3.2.2. Fuentes de infeccion y mecanismos de transmision

Evidencias relacionadas con el habitat natural de los microsporidios, los posibles
mecanismos de transmisién y las vias de adquisicion de varias de las especies que infectan
al hombre estan siendo desveladas. Esta informacion permite argumentar razonadamente la
probable historia natural de estos parasitos y de las infecciones por ellos causadas.

E. cuniculi causa enfermedad en numerosas especies de mamiferos, como conejos,
ratas, ratones, caballos, perros, zorros, gatos, leopardos y primates, incluyendo el hombre y
es la Unica entre las especies que infectan al hombre que ha sido aislada en cultivo a partir
de hospedadores no humanos (Canning y Lom. 1986; de Groote y col., 1995; Didier y col,,
1995a; Hollister y col., 1995; Desplazes y col., 1996, Weber y col.,1997). La homologia

encontrada entre aislados humanos y de animales (perros y conejos) mediante analisis

molecular de los mismos, apoyan el origen zoonético de la infeccion por esta especie
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(Didier y col., 1996b; Desplazes y col., 1996; Mertens y col., 1997, Weber y col., 1997). E.
bieneusi ha sido recientemente identificado en muestras fecales de cerdos (Deplazes y col,,
1996) y en monos infectados experimentalmente con SIV (simian immunodeficiency virus)
con patologia hepatobiliar (Mansfield y col., 1997). Finalmente E. hellem ha sido
identificado en Melosittacus undulatus (Black y col., 1997). En el estudio 5 (pagina 98)
presentamos evidencias que muestran por primera vez la presencia de E. infestinalis en
diferentes animales y la parasitacion de individuos Inmunocompetentes por este
microsporidio. Nuestros hallazgos demuestran la infeccién en diferentes mamiferos y
apoyan el origen zoondtico de las infecciones por esta especie.

La liberacion de esporas al medio ambiente por animales infectados tras su muerte v
putrefaccion resulta evidente y la excrecion de las mismas por la orina y heces de animales
esta perfectamente demostrada (Googman y Gardner, 1972; Cox y col., 1979; Jafri y col.,
1993; Deplazes y col., 1996). En individuos infectados se han detectado esporas en heces,
orina y secreciones respiratorias (Weber y col., 1994; Schwartz y Bryan, 1997). Estas
esporas son altamente resistentes y pueden constituir una fuente ambiental de propagacion.
Su presencia en agua estancada ha sido documentada, aunque ninguna de las especies que
infectan al hombre pudo ser identiﬁcacia. (Avery y Undeen, 1987).

Los datos obtenidos junto a observaciones realizadas en infecciones experimentales
y estudios clinico-patologicos, nos permiten apuntar como fuentes posibles de infeccion
humana: el medio ambiente, animales e individuos infectados; y como vias probables de
transmision  horizontal: la respiratoria, la digestiva (incluyendo agua y alimentos
contaminados) y la sexual.

La alta prevalencia de infecciones gastrointestinales debidas a E. bieneusi y L.
intestinalis, junto a la escasa capacidad de diseminacién de E. bieneusi en el hospedador,
hace suponer que la adquisicién de la infeccién por ambas especies ocurre por via
digestiva. La presencia de E. bieneusi en el aparato respiratorio solo se ha comprobado en
dos pacientes y ambos presentaban simultineamente sendos cuadros de diarrea cronica
(Weber y col., 1992b; del Aguila y col., 1997b). Ademas, esta especie sOlo ha sido
identificada una vez en la lamina propia de la mucosa intestinal (Schwartz y col., 1995)
apuntando, al contrario que L. intestinalis, una diseminacion por contigitidad méas que una

diseminacién hematogena o linfatica. Asi pues, la contaminacion feco-oral puede jugar un
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papel importante en el modo de transmisién de la microsporidiosis intestinal. Esta
suposicion se refuerza con el hallazgo de portadores asintomaticos de FE. bieneusi
(Rabeneck y col., 1993) y de E. intestinalis (Enriquez FJ, comunicacion personal) y la
transmision experimental de la infeccién con esta especie en monos, utilizando la via oral
(Tzipori y col., 1997). Por otro lado la presencia de L. hellem y L. cuniculi en heces solo
ha sido descrita esporadicamente (Franzen y col., 1995¢; Katzwinkel-Wladarsch y col,
1996: Weber v col., 1997), confirmando la observacién clinica relativa al tropismo tisular
de ambas especies, que no es, evidentemente, ¢l tracto gastrointestinal, sino
fundamentalmente los tractos respiratorio y genitourinario. De todas formas, este hecho no
permite descartar la posibilidad de adquisicion de las mismas por la via digestiva y su
posterior e inmediata diseminacién hacia los 6rganos diana. En animales, la inoculacion via
oral es capaz de producir infeccion experimental por E. cuniculi (Cox y col., 1979; Koudela
y col, 1993) y E. hellem (Didier y col., 1994). Es mas, en un paciente con infeccion
diseminada por E. cuniculi, fueron detectadas esporas de estas especie en sus heces seis
meses antes de que los sintomas de diseminacion se manifestasen, sugiriendo la adquisicion
del parasito por via oral (Weber y col., 1997).

Tnicialmente, la presencia de esporas de E. hellem en orina y secreciones
respiratorias de pacientes con afectacion ocular llevaron a sugerir que estas infecciones se
adquirfan por autoinoculacion externa (Rosberger y col., 1993; Schwartz y col., 1993a).
También han sido observadas infecciones debidas a E. hellem y E. bieneusi en personas que
conviven con pacientes con sida (Schwartz y Bryan, 1997) y la transmision via sexual ha
sido sospechada en parejas homosexuales de pacientes infectados por microsporidios
(Flepp v col., 1996; Birthistle y col., 1996). La inoculacién via rectal de esporas de £
cuniculi en animales de experimentacién produce una infeccién diseminada apoyando la
posibilidad de transmisién sexual (Wicher y col., 1991; Fuentealba y col.,1992).

Por otro lado la posibilidad de transmisién mediante aerosoles fue sugerida tras la
primera autopsia realizada en un paciente con infeccién diseminada por E. hellem
(Schwartz y col, 1992). Un exhaustivo estudio necropsico, reveld la presencia de
numerosos microsporidios en las células epiteliales de la mucosa traqueo-bronquial,
asociado en algunas areas a traqueitis erosiva, bronquitis y bronquiolitis. Los parasitos se

localizaron, en nimero decreciente desde la traquea proximal a los bronquiolos terminales.
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El patron de colonizacion observado, es coherente con la adquisicion de la infeccion via
respiratoria. Otra necropsia, describe intensa parasitacion por E. cuniculi del epitelio
bronquial, lamina propia y la luz y células endoteliales de los vasos sanguineos (Mertens y
col., 1997). Estos hallazgos han sido confirmados tras la demostracion de ambas especies
por biopsia transbronquial y pulmonar en pacientes con sintomatologia respiratoria
(Schwartz y col., 1993b; De Groote y col., 1995), Otras observaciones que apoyan esta
hipétesis son la frecuente presencia de microsporidios del género Encephalitozoon en el
tracto respiratorio, incluso en ausencia de sintomatologia, (Orenstein y col., 1992b;
Schwartz y col.,1993a; Weber y col., 1993a; Molina y col., 1995; Peman y col., en prensa),
la reciente descripcién de un cuadro de neumonia en un paciente, en el que un exhaustivo
estudio, sdlo pudo demostrar la presencia del parasito en esta localizacion (Scaglia y col.,
1997) y la infeccidon experimental via intratraqueal (Cox vy col., 1979).

Ha sido demostrada la transmisidén transplacentaria en varios mamiferos (conejos,
zorros, perros y monos) (Hunt y col,, 1972; Mohn y col., 1982; Zeman y Baskin, 1985).
Sin embargo, no se conoce hasta el momento ningln caso de microsporidiosis congénita en
humanos.

En resumen, tanto el medio ambiente como diferentes animales o humanos
infectados, representan una posible fuente de infeccion. Esta podria ser adquirida por via
digestiva, respiratoria v sexual en funcién de las caracteristicas biologicas de la especie
implicada, que precisa de células apropiadas que permitan su desarrollo inicial
estableciendo la infeccion de forma local o diseminada. La demostracion futura de estos
hechos, permitird la implantacion de medidas profilacticas adecuadas en poblaciones de

T1esgo.
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|

|
3.3. MANIFESTACIONES CLINICO-PATOLOGICAS |

[

Las infecciones por microsporidios, provocan variadas manifestaciones clinicas. Su j
forma de presentacion estd relacionada especialmente, con la especie infectante y con el
estado inmune del individuo infectado. Ya que no existe una clasificacion establecida de las
formas clinicas de las microsporidiosis humanas, y en base a los conocimientos que

disponemos, podriamos describirlas con fines didacticos como:

A Formas localizadas ‘
A.l. Ocular

Severa (inmunocompetentes)
Leve (inmunodeprimidos)

A.2. Rino-sinusal (inmunodeprimidos)
A.3. Pulmonar (inmunodeprimidos)
A.4. Muscular (inmunodeprimidos)
AS. Gastroinfestinal

Diarrea autolimitada (inmunccompetentes)
Diarrea cronica persistente o intermitente (inmunodeprimidos)

B. Formas diseminadas
Afectando diversos oOrganos y tejidos, especialmente aparatos

respiratorio y genitourinario (inmunodeprimidos)

En este punto, no obstante, debemos sefialar que hay suficientes evidencias
indicando que la mayoria de las infecciones en individuos inmunodeprimidos con
afectacion ocular, rinosinusal o pulmonar, cursan con afectaciéon multiorganica (Orenstein y

col. 1997; Schwartz y Bryan, 1997).
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3.3.1. Individuos inmunocompetentes

Los casos conocidos de microsporidiosis en individuos inmunocompetentes,
son pocos y aislados. En todos ellos la infeccion se ha presentado de forma localizada y con
afectacion ocular o gastrointestinal.

Las formas oculares cursan con queratitis severa y han sido descritas en cuatro
pacientes, dos de los cuales presentaron durante el curso de la infeccion Glceras corneales
severas. Un nifio de 11 afios con afectacion corneal derecha, fue sometido a queratoplastia
que opacificd posteriormente, el estudio histopatologico evidencié un microsporidio
Nosema-like que se denomind Microsporidium ceyloneﬁsis (Ashton v Wirasinha, 1973);
una mujer de 26 afios presentd Glcera corneal perforada mas queratouveitis e hipema que
requirid enucleacion; el estroma corneal mostré un microsporidio Nosema-like que se
denomind Microsporidium africanum (Pinnolis y col., 1981); un hombre de 45 afios con
queratitis discoide central progresiva, infiltracion recurrente del estroma corneal,
queratoconjuntivitis punctata e iritis anterior de dos afios de evolucion, presentd en biopsia
corneal microsporidios denominados N. corneum, la resolucion de la infeccion requirid
queratoplastia (Shadduck y col., 1990; Davis y col., 1990); el ltimo de ellos un hombre de
39 afios con tlcera corneal persistente que resolvidé con transplante de cornea, la biopsia
corneal permitio la identificacion de N. ocularum (Cali y col., 1991).

Han sido documentados, cuatro casos de microsporidiodis intestinal en individuos
inmunocompetentes (Sandfort y col., 1994; Flepp y col., 1996; Sobottka y col., 1995b;
Wanke y col,, 1996). Tres de los pacientes presentaron cuadros de diarrea que resolvieron
espontaneamente entre dos y seis semanas sin tratamiento. En dos de los casos hubo
antecedentes de viajes; uno de ellos a Egipto y Turquia (Sandfort y col., 1994) y el otro a
Turquia (Sobottka v col., 1995b); ambos fueron diagnosticados a su regreso al pais de
origen. El cuarto paciente presentaba nauseas, dolor abdominal y diarrea de més de tres
meses de evolucion, el estudio del estado inmunoldgico mostrd un recuento de linfocitos
CD4 en el limite de la normalidad (500/mm3), con un cociente CD4/CD8 de 1,69. El
estudio serologico para el VIH fue negativo. Se le administré albendazol (400 mg/dia)

durante 30 dias. Los sintomas decrecieron a partir del 5 dia de tratamiento y el estudio
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parasitologico fue negativo durante los 8 meses de seguimiento (Wanke y col., 1996). El
estudio exhaustivo de los pacientes demostrd la presencia de E. hbieneusi en muestras
fecales y ausencia de otros microorganismos enteropatogenos (bacterias, virus o parasitos),
excepto en uno de los casos que presentd co-infeccidén con Cryptosporidium parvum
(Sobottka y coi., 1995b).

Estos datos sugieren que los microsporidios puedan ser agentes de “diarrca del
viajero” que cursan de forma autolimitada y en los que por las técnicas microbiolbgicas
habituales no se detecta el agente etiologico. Y se fundamenta en el hallazgo de estos
agentes en individuos inmunocompetentes con diarrea € incluso en individuos

asintomaticos (Enriquez y col., 1997a; Hautvast y col.,, 1997; Raynaud y col., 1998).

3.3.2. Individuos inmunosuprimidos (VIH-)

Pocos son los casos documentados de pacientes con microsporidiosis
sistémica cuya inmunodeficiencia no fuera causada por el VIH, dentro de ellos podemos
distinguir aquellos pacientes con inmunodeficiencia celular congénita o de etiologia
desconocida y aquellos con inmunodeficiencia secundaria a t;atamiento INMuNosupresor.

Entre los primeros, estan descritos: un nifio de 9 afios con fiebre recurrente, dolor de
cabeza, pérdida de conciencia y convulsiones en el que se detectaron esporas de
Encephalitozoon spp. en orina y liquido cefalorraquideo (Matsubayashi y col., 1959); un
nifio de cuatro meses con aplasia timica e infeccién diseminada por Nosema spp. (Margileth
y col., 1973); un nifio de tres afios con inmunodeficiencia celular de etiologia desconocida e
infeccion diseminada por Encephalitozoon spp. (Bergquist y col., 1984); y un hombre de 20
afios con infeccion muscular causada por Pleistophora spp. (Ledfordt y col., 1985; Macher
y col., 1988).

Recientemente, se han descrito infecciones por microsporidios en pacientes
transplantados v sometidos a tratamiento inmunosupresor. El primero de los casos cursé
con diarrea en un paciente con transplante hepatico (Sax y col, 1995); el segundo, un
paciente sometido a transplante de pulmén y corazdn, experimentd ademas de la diarrea

una masiva pérdidé de peso (Rabodonirina y col., 1996). En ambos pacientes el agente
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etiologico identificado fue E. bieneusi. Un tercer paciente con leucemia mieloide crénica,

sometido a un transplante alogénico de médula 6sea fue diagnosticado postmortem
mediante microscopia electrénica de microsporidiosis e infecciéon fungica (Kelkar y col,,
1997), la especie de microsporidio implicada no pudo ser identificada al presentar una
ultraestructura diferente a la de los microsporidios hasta ahora descritos en humanos. Por
Gltimo, en una paciente receptora de un doble transplante de rifién y pancreas, se
diagnostico una infeccion en el rifidn transplantado debida a E. cumiculi. La identificacion
se realizo mediante microscopia dptica, electronica y reaccion en cadena por la polimerasa.
La paciente presentd simultaneamente, encefalitis y cardiomiopatia de etiologia incierta

(Schwartz DA, comunicacion personal).

3.3.3. Individuos infectados por el VIH

E. bieneusi

E. bieneusi ha sido frecuentemente asociado con diarrea cronica y patologia
biliar en pacientes infectados por el VIH y severamente inmunosuprimidos. La mayoria de
los pacientes infectados, presentan recuentos de linfocitos CD4 por debajo de 50-100/mm’
{(Orenstein y col,, 1990; Eefttinck Schattenkerk y col., 1991; Asmuth y col., 1994; Molina y
col, 1993; Rabenek y col, 1993, Goodgame, 1996). No obstante puede presentarse
también en pacientes con recuentos de linfocitos CD4 relativamente conservados
(Rabeneck y col., 1995; Sowerby y col., 1995),

Las manifestaciones mas frecuentes son diarrea, anorexia y pérdida de peso. La
intensidad de la diarrea varia de 1 a mas de 20 deposiciones dia (generalmente de 3 a 10).
Las heces son de consistencia blanda a liquida y en ausencia de coinfeccion con otros
parasitos intestinales, sin moco, leucocitos o sangre. Es habitual la ausencia de fiebre.
(Orenstein y col., 1990; Field y col,, 1993; Molina y col.,, 1993; Asmuth v col, 1994;
Weber y col., 1994; Bryan, 1995; Goodgame, 1996). La diarrea suele empeorar tras la
comida y suele ser mas frecuente por la mafiana (Asmuth y col., 1994). El curso suele ser
cronico, muchas veces con periodos asintomaticos. La severidad de la diarrea, incremento

de la frecuencia (con incontinencia, en casos severos), la malbsorcion de grasas, D-xilosa y
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vitamina B12 junto a la pérdida de peso asociada lleva a un sindrome constitucional
(Asmuth y col.,1994; Weber y col., 1994a).

Otros signos y sintomas asociados a la infeccion intestinal por E. hieneusi, incluyen:
dolor abdominal, natseas, vémitos y ocasionalmente fiebre. Estos hallazgos se observan a
menudo en pacientes con infeccidn biliar concomitante y manifestaciones clinicas
compatibles con colangitis o colecistitis. La patologia biliar asociada a E. bieneusi en
pacientes con SIDA puede ocasionar cuadros de estenosis papilar, dilatacion de vias
biliares, colangitis esclerosante y colecistitis alitiasica (McWhinney vy col., 1991; Beaugerie
y col, 1992; Pol y col.,, 1992; Bouche y col.,, 1993; Pol y col., 1993; Knapp y col., 1996).
Muchos de los pacientes con afectacion biliar, refieren dolor en hipocondrio derecho y no
suelen presentar ictericia. La exploraciones complementarias (ultrasonografia abdominal y
endoscopica, tomografia axial computarizada y ERCP) revelan a menudo dilatacién de los
conductos biliar comin v hepatico, irregularidades en la pared de la vesicula biliar como
engrosamiento, distension o la presencia de barro biliar, También se puede encontrar
estenosis de papila. Las concentraciones séricas de fostatasa alcalina, gamma glutamil
transferasa y transaminasas suelen elevarse de 2 a 3 veces, pero los niveles de bilirubina
permanecen, generalmente, normales. (Bouche y col., 1993; Pol y col., 1993).

La mayoria de infecciones intestinales por microsporidios son causadas por E.
bieneusi. El parasito se localiza a lo largo del intestino delgado, generalmente en la regién
supranuclear de los enterocitos. La infeccién es usualmente focal y el nimero de esporas
puede ser pequefio. Por ello varias muestras deben ser examinadas antes de emitir un
resultado negativo (Schwartz y col., 1996). En raras ocasiones, se han observado esporas de
esta especie en la lamina propia, pero ese hecho no parece presentar un factor de riesgo
para la diseminacion del parasito (Schwartz y col., 1995). En el tracto biliar, el parasito se
ha localizado en células hepaticas no parenquimatosas, en el epitelio de las vias biliares y
ocasionalmente en vesicula biliar (Weber y col., 1994a).

La coinfeccion con otros patdgenos intestinales estd presente hasta en un tercio de
los casos (Weber y col.,, 1994a), siendo la asociacion mas frecuente con Cryptosporidium
spp. (Garcia y col., 1994; Wuhib y col., 1994). También se ha descrito co-infeccioén con
Giardia intestinalis (Hewan-Lowe y col., 1997), Isospora belli (Rabeneck y vol., 1993) y
Leishmania sp. (Mird y col., 1994).
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El haltazgo de L. bieneusi en localizaciones extraintestinales, ha sido descrito en
dos ocasiones. Ambos pacientes presentaban cuadro de diarrea crénica y desarrollaron
cuadros de afectacion pulmonar (Weber y col., 1992b: Hartskeerl y col., 1993; del Aguila y
col, 1997b). En uno de ellos, con disnea y tos productiva persistente, el parasito fue
identificado en lavado broncoalveolar y en biopsia bronquial en ausencia de otros
patégenos pulmonares; se observaron esporas en el interior de macréfagos alveolares y en
la region supranuclear del epitelio bronquial. El estudio radiologico mostrd infiltrado
postero basal y efusion pleural leve en el pulmén izquierdo (Weber y col., 1992b.
Posteriormente, el agente fue también identificado en la mucosa del seno maxilar
(Hartskeerl y col., 1993). El segundo caso ha sido descrito en Espaiia por del Aguila y col.
(1997b) en un paciente que presentd fiebre, tos productiva y un patron radioldgico
consistente en infiltrados intersticiales difusos bilaterales y en el que se identificd el
parésito en esputo y lavado broncoalveolar, junto a Mycobacterium avium complex. El
tratamiento combinado de ambas infecciones resulté en una rapida mejoria de la

sintomatologia pulmonar y digestiva.

E. intestinalis
La infeccion por E. intestinalis, provoca principalmente un cuadro intestinal
similar al descrito por E. bieneusi. En ocasiones afecta colon (Orenstein y col,, 1992a; Dore
y col., 1995; Gunnarson y col., 1995) y vias biliares (Gunnarson y col., 1995; Franzen y
col., 1996¢). El parasito, a diferencia de E. bieneusi, se localiza ademas de en los
enterocitos, en las células endoteliales, fibroblastos y macrofagos de la ldmina propia;
favoreciendo la diseminacion hacia otros drganos via linfatica y hematégena (Orenstein y
col., 1992b; Cali y col., 1993; Dore y col., 1995: Doultree y col., 1995; Field y col., 1993;
Sobotka y col, 1995a; Chu y West, 1996) y ha sido recientemente implicado como
causante de un cuadro de perforacion intestinal (Soule v col., 1997). Han sido descritas
infecciones mixtas junto a E. bieneusi (Blansard y col,, 1992; Van Gool y col., 1994; Field
y col., 1995, Sodré y col., 1997).
E. intestinalis, ademéas de producir diarrea, es causa frecuente de infeccion
diseminada, afectando particularmente el rifién y las vias urinarias. La leucocituria es un

hallazgo comin y frecuentemente asociado a polaquiuria y disuria ( Orenstein y col,
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1992b: Cali y col., 1993; Gunnarson y col., 1995; Molina y col., 1995, Visvesvara y col,
1995a; Soule y col, 1997). Sin embargo, comunicaciones recientes sugieren que el
completo espectro clinico de las infecciones por . infestinalis ain esta siendo descrito y
probablemente sea similar al de las otras especies de su género que infectan al hombre.

Se han descrito casos de queratoconjuntivitis, rinitis, sinusitis y bronquitis (Doultree y col.,
1995; Gunnarson y col., 1995; Molina y col., 1995; Sobotka y col., 1995a; Didier y col.,
1996a; Franzen y col., 1996¢;, Lowder y col, 1996), prostatitis, cistitis y uretritis purulenta
Molina y col., 1995; Birthishtle y col., 1996; Corcoran y col., 1996; Soule y col., 1997).

E. hellem y E. cuniculi,

Hasta la década de los noventa, habian sido atribuidas a' E. cuniculi un caso de
hepatitis (Terada y col.,, 1987} y un caso peritonitis (Zender y col, 1989), aunque la
identificacién de especie fue confirmada posteriormente. En 1990 y 1991, fueron
comunicados seis casos de queratoconjuntivitis por Encephalitozoon spp (Friedberg y col,,
1990; Lowder y col., 1990; Cali y col, 1991; Yee y col., 1991); y en afios sucesivos el

agente etiologico identificado en la mayoria de los casos fue E. hellem (Didier y col., 1991;
Schwartz y col,, 1993a), asumiéndose que probablemente, las infecciones descritas con
anterioridad eran debidas a las especies mas prevalentes: E. hellem y E. intestinalis (Weber
y col, 1994). Esta afirmacion contrastaba con la amplia distribucién de L. cupiculi en
varias especies de animales (Canning y Lom, 1986) y con la reciente identificacion de L.
cuniculi en varios casos de microsporidiosis (De Groote y col., 1994; Desplazes y col,,
1995; Franzen y col., 1995¢; Didier y col, 1996b; Weber y col., 1997). Asi pues, podemos
estimar que la prevalencia de infeccion humana por ambas especies debe ser similar.

Ultimamente, contindan siendo descritas infecciones por ambas especies. Las
manifestaciones clinicas consecuentes a estas infecciones son muy similares, sugiriendo
que a su semejanza morfologica se afiade un comportamiento bioldgico similar, al menos
en el hombre. La manifestacion clinica inicial y mas frecuentemente observada es la
queratoconjuntivitis. Los sintomas, incluyen sequedad de ojos, sensacion de cuerpo
extrafio, dolor, lagrimeo, visién borrosa y fotofobia en grado leve a severo (Cali y col.,
1991; Metcaife y col., 1992; Schwartz y col., 1993a; Franzen y col., 1995¢; Didier vy col,,

1996¢). No presentan exudado purulento excepto si se acompafian de sobreinfeccion
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bacteriéna. La exploracion oftalmolégica con lampara de hendidura revela a menudo una
caracteristica queratopatia punctata difusa, frecuentemente bilateral, el parasito se localiza
en el epitelio corneal y conjuntival (Schwartz y col., 1996). Sin embargo, se han descrito
casos de conjuntivitis leve y de colonizacién asintomatica (Schwartz y col., 1993a; Weber y
col, 1993a). La ulceracién corneal, al contrario de lo observado en las infecciones
descritas en pacientes inmunocompetentes es inusual.

La experiencia acumulada en los Gltimos afios, hace pensar que la patologia ocular
esta asociada a infeccién diseminada (Terada vy cQ}., 1987; Zender y col., 1989; Lacey y
col.,, 1992; Schwartz y col., 1992; Schwartz y col., 1993a; Weber y col.,1993a; De Groote y
col., 1995) y 1a mayoria de los pacientes presentan afectacion multiorganica. Los pacientes,
en general, presentan recuentos de linfocitos CD4 bajos y la gravedad del cuadro puede
variar desde infecciéon asintomatica hasta fracaso renal o respiratorio. Actualmente el
espectro clinico de las infecciones por.ambas especies incluye: colonizaciéon del tracto
respiratorio superior causando rinitis (Franzen y col., 1995¢), sinusitis (Lacey y col., 1992;
De Groote y col., 1995; Franzen y col., 1995¢) y poliposis nasal (Lacey y col., 1992);
afectacion del tracto respiratorio inferior produciendo, bronquiolitis (Schwartz y col,
1993b) neumonia (De Groote y col., 1995; Desplaces y col., 1996) y afectacion del tracto
genitourinario que se manifiesta como nefritis (De Groote y col., 1995; Orenstein y col,
1992b; Schwartz y col, 1992), cistitis/ureteritis (Schwartz y col, 1992), uretritis y
prostatitis (Schwartz y col., 1994b).

Recientemente se han comunicado dos casos de microsporidiosis diseminada con
afectacion del sistema central debidos a Encephalitozoon cuniculi (Mertens y col., 1997,
Weber y col,, 1997). En uno de ellos se ha descrito por primera vez la afectacion del
corazon, glandulas adrenales, bazo y ganglios linfaticos por microsporidios (Mertens y col,
1997). También se han comunicado, dos casos de infeccion gastrointestinal por E. cuniculi
(Franzen y col, 1995c; Weber y col, 1997) y un caso de hepatitis fulminante por
Encephalitozoon sp. (Sheth y col., 1997). Es habitual la presencia simultanea de infecciones

viricas, bacterianas y/o filngicas en pacientes con microsporidiosis diseminada.
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. Otras especies
Infecciones debidas a Pleistophora spp. han sido descritas en dos pacientes con
sida, asociadas a cuadros de miositis progresiva (Chupp y col., 1993; Grau y col., 1996)
Los casos de infeccion por Trachipleistophora hominis y especies afines, han
cursado con mialgia difusa y debilidad muscular o con sintomatologia neurolégica

(convulsiones, alteracion del estado mental) (Field y col., 1996; Yachnis y col., 1996).

2.4 METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION

Clasicamente, el diagnéstico de las microsporidiosis humanas se realizaba mediante
la observacion del parédsito en biopsias o muestras biologicas estériles por técnicas de
microscopia. Sin embargo, la identificacion de la especie implicada requeria técnicas de
microscopia electronica de transmision _a fin de observar las caracteristicas
ultraestructurales de los microorganismos (Wel:;er y col,, 1994a; Schwartz y Bryan, 1997).

Los métodos serologicos hasta hoy utilizados en el estudio de las microsporidiosis
humanas han revelado considerables variaciones en los titulos de anticuerpos detectados,
asi como, reacciones cruzadas entre antigenos obtenidos de diferentes especies de
microsporidios (Bergquist y col., 1984; Hollister y Canning, 1987; Weiss y col,, 1992; Van
Gool y col., 1996)). Estos resultados no permiten concluir si la presencia de anticuerpos
representa una infeccion actual o pasada o si se debe a reacciones inespecificas y por ello
carecen de utilidad para el diagndstico.

El diagnoéstico de las microsporidiosis humanas se basa en métodos directos de
deteccion del parasito o sus componentes en heces, secreciones, fluidos Organicos o
biopsias. El importante incremento de casos diagnosticados, ha motivado a varios grupos de
investigacion al desarrollo de métodos alternativos que faciliten por un lado el diagnostico
de la infeccion, y por otro permitan la identificacion de especie. Se expone a continuacion

un resumen actualizado de todos ellos.

2.4.1 Microscopia electrdnica de transmision
El examen mediante microscopia electrénica de transmision (MET), fue durante
mucho tiempo, el tnico método disponible para la identificacion de estos microorganismos.

La observacion de las caracteristicas ultraestructurales de los microsporidios, permite salvo
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cbntadas excepciones, la identificacion definitiva a nivel de especie, La identificacion se
basa en: morfologia de las esporas, formas proliferativas, tipo de division celular y
naturaleza de la interfase parasito-célula hospedadora. La MET sigue siendo esencial en
estudios taxonémicos, especialmente en la descripcion de nuevas especies (Desportes y
col., 1985; Cali y col., 1993; Silveiray Canning, 1995; Hollister y col., 1996).

La descripcion de los agentes de infeccion humana, se realizaba clasicamente
mediante MET a partir de la observacion de los mismos en biopsias de distintos tejidos
(Desportes y col., 1985, Cali y col., 1991; Shadduck y col., 1992). Fué realizada con éxito
por primera vez en fluidos biolégicos por Van Gool y col. (1990), identificando E. bieneusi
en heces de pacientes con diarrea y por Visvesvara y col. (1991) que diagnosticaron un caso
de microsporidiosis diseminada por Encephalitozoon spp. mediante el estudio del
sedimento urinario. Desde entonces, la deteccion e identificacion de microsporidios en
biopsias, heces, orina, aspirado duoaenal y biliar, esputo, exudado nasofaringeo y lavado
broncoalveolar ha sido ampliamente relatada (Weber y col., 1993a; Schwartz y col., 1993b;
Franzen et al, 1995b; Didier y col., 1996a; Field y col., 1996; Bornay-Llinares y col., 1996;
Weber y col., 1997). En general, estas muestras contienen Gnicamente esporas y la
observacion de los estadios evolutivos del parasito y de la interfase parasito-huésped,
usualmente necesarios para la identificacion de especie, solo se observan en muestras
tisulares.

Excepcionalmente, la descripcion de nuevas especies morfologicamente idcnticas,
como E. hellen y E. cuniculi, hace insuficiente el analisis ultraestructural y requiere el
empleo de métodos bioquimicos, inmunolédgicos y/o moleculares para su identificacion a

nivel de especie (Didier y col., 1991; De Groote y col., 1995)

2.4.2 Microscopia dptica

Tnicialmente, el diagnéstico de microsporidiosis mediante microscopia Optica se
realizaba a partir de biopsias de tejidos (muscular, hepatico, conjuntival, corneal, intestinal,
etc.) o de liquidos bioldgicos estériles o poco contaminados (orina, liquido cefalorraquideo,
aspirado duodenal, bilis, etc.) (Weber y col., 1994a). No obstante, el pequefio tamafio de los
microorganismos, su localizacion intracelular, la escasa reaccién inflamatoria observada y

la afinidad ‘variable de los mismos por los colorantes habitualmente empleados
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(especialmente hematoxilina-eosina), dificultaban el diagnostico de la infeccion. Por ello se
recomienda el uso de las tinciones de Giemsa, Gram (Brown-Breen, Brown-Hopps) o
Wartin-Starry, para facilitar la visualizacién del parasito en tejidos (Field y col, 1993,
Schwartz y col., 1996)

Con la descripcion de nuevos métodos de tincion, la deteccion de microsporidios en
muestras clinicas mediante microscopia Optica, es suficiente para el diagndstico de la
infeccién en la mayoria de los casos (Kotler y col., 1994), sin embargo los organismos no
pueden ser identificados a nivel de género y especie. El examen de muestras biologicas
contaminadas (heces, esputo), junto al exdmen citopatolégico, puede evitar en la mayoria
de las ocasiones el empleo de técnicas agresivas para lograr el diagnostico. (Schwartz y
col,, 1994a)

En el inicio de la década de los 90, fue descrito el primer método de tincion
realmente eficaz para Ia deteccion de microsporidios en heces mediante microscopia optica
(Weber y col., 1992a). Los autores lo denominaron tincién tricromica modificada. Este
método fue adaptado a partir de la tincion tricrémica, descrita en 1951 por Wheatley y que
se utiliza rutinariamente en el exdmen parasitologico de heces. La adaptacion introducida
consistio en aumentar 10 veces la concentracion del colorante (chromotrope 2R) en la
formula original descrita por Wheatley. De ese modo, las esporas exhiben una mayor
afinidad por el mismo y aparecen como estructuras ovaladas de color rosa o rojo palido.
Algunas presentan una banda caracteristica que los rodea transversal o longitudinalmente.
Esta técnica ha sido desde entonces utilizada como referencia en el diagnostico de
microsporidiosis localizadas y sistémicas (Weber y col., 1994a; Schwart y Ryan 1997).

Posteriormente surgieron varios estudios proponiendo modificaciones en la tincidon
de Weber. Ryan y col. (1993), disminuyeron la concentracion de acido fosfotlingstico y
sustituyeron el fast green por azul de anilina como contracolorante, denominando la tincion
Trichrome-Blue. Otros, introdujeron modificaciones en el sentido de acortar ¢l tiempo de
tincion que tanto en el método de Weber como en el de Ryan es de 120 minutos. Asi,
Koskoskin y col. (1994), comprobaron que usando el colorante de chromotrope a 50°C, se
podia disminuir el tiempo total del método a 40 minutos sin detrimento de las

caracteristicas tintoriales de las esporas. Otros autores disminuyendo 10 veces la
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concentracion de chromotrope 2R y sustituyendo el fast green por light green, redujeron el
tiempo de tincion a 30 minutos (Punpoowong y col., 1995).

Un abordaje alternativo para deteccion de esporas de microsporidios, es el uso de
marcadores quimiofluorescentes que se unen inespecificamente a la quitina de la endospora
(Calcofluor White, Fungifluor, Fungiqual, Uvitex 2B y Rylux BA) Uno de estos
fluorocromos, Uvitex 2B, fue usado durante afios para detectar microsporidios en muestras
de tejido en animales (Weir y Sullivan 1989). A partir de 1993, fue descrita su utilidad en
el diagnostico de la microsporidiosis intestinal (Van Gool y col.,1993; Vavra y col., 1993a;
Luna y col., 1995), siendo también ampliamente utilizada en muestras de tejido (Van Gool
y col., 1993; Vavra y col., 1993b; Franzen y col., 1995b). Este método tiene la ventaja de la
rapidez de ejecucion (15 minutos), como desventajas podemos citar: la necesidad de un
microscopio de fluorescencia, la posibilidad de confusion de las esporas con pequefias
levaduras y la imposibilidad de visualizar la caracteristica banda ecuatorial observada en la
tincion de Weber.

Actualmente, la preferencia en la eleccidbn del método de deteccion de
microsporidios mediante microscopia Optica es una opcion estrictamente personal. Los
estudios comparativos realizados demuestran, con minimas diferencias, un grado de
sensibilidad y especificidad muy semejante entre los métodos disponibles (Beauvais y col.,
1993; Houze-Savage y col., 1992; DeGirolami y col., 1995; Didier y col., 1995b; Conteas y
col., 1996; Ignatius y col., 1997), y concluyen que lo realmente importante es el
entrenamiento, en la identificacion de estos microorganismos, del personal responsable de
la observacion microscopica.

Recientemente ha sido descrita una nueva técnica para el diagnostico de la
microsporidiosis (Moura y col., 1996). Estos autores combinaron la distinta afinidad que
presentan las esporas de microsporidios a la tincién de Gram con la tincién de chromotrope
anteriormente descrita. La técnica ha sido denominada tincion de Gram-chromotrope y se
caracteriza por tefiir las esporas de una tonalidad violeta que las diferencia de bacterias
gram positivas y levaduras. El tiempo de ejecucion es corto (11 minutos) y permite la
observacion del caracteristico cinturdn ecuatorial. En el estudio 1 del presente trabajo

(pagina 52), describimos una modificacion de esta técnica que reduce el tiempo de
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rea;lizacién a 5 minutos y la aplicacion de la misma en diferentes muestras clinicas,
especialmente biopsias.

En relacién al procesamiento previo de las heces, determinados autores sugirieron
que los métodos de concentracion no mejoraban la sensibilidad en la deteccion de
microsporidios en heces (Orenstein, 1990; Weber y col, 1992a), sin embargo se han
descrito diferentes métodos de concentracion que evidencian lo contrario (Van Gool y col,
1990; Van Gool y col., 1993, Van Gool y col., 1994b; Sodré y col., 1995; Carter y col,
1996).

2.4.3. Cultivo celular

Fi cultivo in vitro de microsporidios patogenos para el hombre, ha reportado
enormes beneficios, tanto en la comprension de 1a relacién parasito-huésped, como en el
desarrollo de anticuerpos para el diagnéstico clinico. El primer microsporidio aislado de un
paciente fue V. corneae, denominado en la descripcion original como N. corneum
(Shadduck y col., 1990). El afio siguiente se publicaron los primeros aislamientos de E.
hellem (Didier y col., 1991; Visvesvara y col., 1991). Desde entonces el aislamiento en
cultivo de las diferentes especies patogenas para el hombre, a partir de muestras clinicas, es
cada vez mas frecuente. Van Gool y col (19%4a), cultivaron por primera vez, F. infestinalis
y E. cuniculi fue aislado el afio siguiente (De Groote y col,, 1995). E. bieneusi es la Gnica
especie que ha sido aislada una sola vez, aunque no pudo mantencrse indefinidamente en
cultivo (Visvesvara y col., 1995b). El aislamiento en cultivo de un microsporidio semejante
a Pleistophora spp. ha permitido identificarlo como una nueva especie patogena para el
hombre denominada Trachipleistophora hominis (Hollister y col.,1996). En Espafia, hasta
el momento solo se han aislado en cultivo, E. cuniculi (Del Aguila y col., comunicacion
personal). y Encephalitozoon spp (Peman y col., en prensa). El estudio 4 (pagina 83) relata
la caracterizacion de este aislado y su identificacion como E. hellem.

Varias lineas celulares para el cultivo de microsporidios a partir de diferentes
muestras clinicas han sido empleadas con éxito. Las mas utilizadas se presentan en la

siguiente tabla.
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Tabla 4. Principales lineas celulares empleadas en el aislamiento de
microsporidos a partir de muestras clinicas.
Linea celular Especie Muesira Referencia
MDKC V. corneae Biopsia corneal Shadduck y col., 1990
E. hellem Biopsia corneal y raspado conjuntival Didier y col. 1991
Biopsia nasal Hollistery col., 1993
E. cuniculi Orina Hollister y col., 1995
E.infestinglis | Aspirado nasal y lav. broncoalveolar Didier y col., 1996a
E. bieneusi Aspirado duodenal y biopsia yeyuno Visvesvara y col,, 1995h
T. hominis Biopsia muscular Hollister ¥ col., 1996
E6 E. hellem Orina Visvesvara y col. 1991
E. cuniculi Orina y esputo De Groote y col., 1995
E. intestinalis | Orina Visvesvara y col,, 1995a
HLF E. hellem Orina y lavado faringeo Scaglia v col., 1994
Lavado broncoalveolar Scaglia ¥ col., 1997
E. cuniculi Orina ¥ esputo De Groote y col., 1995
E. intestinali | Aspirado nasofaringeo Doultree y col, 1995
E. bieneusi Aspirado duodenal y biopsia yeyuno Visvesvara y col.,, 1995b
RK-13 E. hellem Biopsia nasal Didier y ecok, 1991
Orina y raspado conjuntival Didier y col., 1996¢
E. intesfinalis | Aspirado nasal y lav. broncoalveolar Didier y col., 1996a
Heces Van Gool y col., 1994a
T. hominis Biopsia mmscular Hollister y col., 1996
MDCK: derivada de rifionn de perro; E6: derivada de rifion de mono, HLF: derivada de fibroblastos fetales
humanos, RK-13: derivada de rifién de conejo

Ademas de las anteriores también han sido usadas con éxito, entre otras: SIRC
(ATCTC 60) para V corneae; FBF (fibroblastos fetales bovinos) para E. hellem (Scaglia y
col, 1997), COS-1 (derivadas de rifion de mono), L6-C10 (mioblastos de musculo
esquelético de rata), G-7 (mioblastos de raton) para I. hominis (Hollister y col., 1996);
Vero (ATCC CCL 81), 1047 (ATCC CCL 5), Caco-2 (ATCC HTB- 37) y HT-29 (ATCC
HTB 38), para E. intestinalis (Didier y col., 1996a).

La experiencia indica que el cultivo de microsporidios a partir de muestras clinicas
es teécnicamente posible. Con la comercializacién de lineas celulares, especialmente

empleadas para el aislamiento de virus (ej. MRC-5, derivada de fibroblastos fetales
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humanos), el aislamiento de microsporidios debera ser mas frecuente, una vez que se
reconozca el efecto citopatico caracteristico y se mantengan los cultivos el tiempo necesario
para permitir el desarrollo de los mismos.

Aungue no es el método de eleccion para el diagnostico clinico, el cultivo de
microsporidios de pacientes ha facilitado: el estudio de sus caracteristicas ultraestucturales,
la produccién de anticuerpos especificos y la obtencién de abundante material gendémico
para analisis molecular de los diferentes aislados. El conocimiento adquirido, ha permitido
desarrollar técnicas inmunoldgicas y moleculares Gtiles para el diagnéstico que pueden ser

empleadas en estudios epidemiologicos y taxonomicos.

2.4.4 Métodos inmunologicos

La identificacién a nivel de especie en patologia humana, permite instaurar un
tratamiento adecuado y emitir un juicio pronostico.

Fl alto grado de reaccion cruzada entre distintas especies de microsporidios usando
suero policlonal de conejo inmunizado con una de ellas, es un hecho documentado
(Niederkorn y col., 1980), indicando la presencia de antigenos comunes entre especies,

En los ultimos afios, distintos grupos de investigacion han producido y
caracterizado anticuerpos poli y monoclonales que reconocen antigenos propios de género
o especie. Este hecho representa un gran avance en el desarrollo de métodos de
diagnésticos y una excelente herramienta para estudios epidemiologicos. Es mas, algunos
de ellos, permiten identificar especies morfologicamente idénticas (Didier y col., 1991)

Varios de los anticuerpos policlonales descritos, presentan alto grado de reaccion
cruzada entre distintos microsporidios y otros microoorganismos (bacterias y hongos)
(Didier y col., 1991; Weis y col., 1992; Aldras y col,, 1994; Zierdt y col., 1993). Otros, sin
embargo, han mostrado su utilidad en la deteccion e identificacion especifica de E.hellem
(Schwartz y col., 1992, Weber y col., 1993a), E. cuniculi (De Grotte y col., 1995) y E.
intestinalis (Visvesvara y col., 1995; Sodré y col., 1997) en muestras clinicas mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y en organismos aislados en cultivo celular mediante
IFl y western blot (WB) (Didier y col., 1991, Visvesvara y col, 1991). Esta claramente

demostrado que determinadas especies comparten antigenos comunes (van Gool y col,

1997), no obstante el estudio de diferentes aislados mediante WB, puede permitir en el
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futuro, la identificacidén y purificacion de antigenos caracteristicos de las diferentes especies
(Croppo y col., 1993; Croppo y col., 1997; del Aguila y col., en prensa).

El uso de anticuerpos monoclonales (AcMc) deberia permitir una mayor
discriminacidn entre géneros y especies de microsporidios; no obstante, algunos de ellos
también presentan reacciones inespecificas. Asi, tres de ellos denominados C12, E9 y E11,
obtenidos tras inoculacion con E. hellem, mostraron un alto grado de reactividad cruzada
con E. bieneusi , E. cuniculi y S. intestinalis (Aldras y col., 1994). En 1997, Enriquez y col.
describieron un AcM¢ denominado 3B6 que reconoce epitopos presentes en la exoespora
del genero Encephaliz‘ozoéﬁ, estos AcMc no son de utilidad para el diagnostico de especie
aunque pucden ser utilizados como técnica de seleccidn en estudios epidemioldgicos
(Enriquez et al, 1997, en prensa). El primero de ellos utilizado para la identificacion de F.
hellem denominado ED4H10B11/B12, no mostrd reaccion cruzada con £. bieneusi m con
V. cornea; sin embargo se observd un cierto grado de reaccidén con E. cuniculi si se
utilizaba a una dilucidon menor de 1:128 (Visvesvara y col., 1994). Finalmente, se han
descrito dos AcMc especificos para E. intestinalis (Beckers y col, 1996), Mab Si91 que
reacciona exclusivamente con el tubo polar extruido de esporas maduras y Mab 8113 que
reconoce esporas maduras y esporontes en formacion. Estos anticuerpos no presentan
reaccion cruzada con E. hellem. Mediante la técnica de IFl combinando ambos anticuerpos,
se identificaron esporas en orina, lavado broncoalveolar, biopsias y exudado nasal de un
paciente, sin embargo la utilizacion de estos AcMc en heces precisa un pretratamiento de
las mismas (Beckers y col., 1996).

Ombrouck y col. (1996) describieron un método de doble marcaje fluorescente
usando primero un marcador quimioluminiscente y seguidamente un anticuerpo especie-
especifico con el objetivo de detectar infecciones mixtas por microsporidios.

En el estudio 3 (pagina 74) demostramos la utilidad del método de IFI utilizando un
suero policlonal anti-E.infestinalis (Visvesvara y col, 1995a) en la deteccion e
identificacién de esta especie en muestras fecales conservadas en formalina al 10% y
ensayamos el método descrito por Ombrouck y col. (1996).

No obstante, ninguno de los antisueros descritos estd disponible comercialmente, ni

ha sido empleado en el desarrollo de métodos para la deteccion de antigenos.
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2.4.5 Métodos moleculares

Estudios sobre taxonomia molecular de microsporidios (Vossbrink y col., 1987)
mostraron que la secuencia del gen que codifica el SSU-rRNA de los mismos, presenta una
homologia limitada con otros organismos eucariotas. Este dato sugiere que los
microsporidios son organismos muy antiguos en el desarrollo evolutivo. Zhu vy col. (1993a,
b v ¢) utilizando las secuencias conservadas del SSU-TRNA y la secuencia de RNA
ribosomal de Vairimorpha necatrix (Vossbrinck y col,, 1987), fueron capaces de amplificar
mediante reaccién en cadena por la polimerasa (PCR) y seguidamente clonar y secuenciar
el SSU-rRNA de E. bieneusi (Zhu y col., 1993a) y E. intestinalis (Zhu y col., 1993b). La
secuencia de estos genes, permitio desarrollar métodos de deteccion especifica en muestras
de tejidos procedentes de individuos infectados (Zhu y col.,, 1993¢)

En los Gltimos afios, han sido descritos una amplia variedad de iniciadores para el
diagnostico especifico de microsporidios en muestras clinicas (tabla 5).

Las diferencias entre técnmicas, ademas de los iniciadores, se observan en los
diferentes métodos de extraccion y en los métodos de analisis utilizados para caracterizar
los productos ambliﬁcados tras PCR y nested-PCR. La mayoria de ellos, utilizan la
electroforesis en gel de agarosa y visualizacién mediante bromuro de etidio directamente de
los productos amplificados, han sido usadas también: la digestion previa con enzimas de
restriccion, y southern blot (Fedorko y col., 1995).

La aplicacion de las técnicas de PCR en muestras clinicas estd condicionada en gran
medida a la naturaleza de la muestra empleada. Su eficacia en la deteccion e identificacion
de especie ha quedado demostrada en microsporidios procedentes de cultivo (Visvesvara y
col., 1994; De Groote y col., 1995; Fedorko y col., 1995; da Silva y col., 1996; da Silva y
col, 1997a) y de diferentes muestras clinicas incluyendo: biopsias (Zhu vy col., 1993c;
Franzen y col., 1995a; Coyle y col., 1996; da Silva et al; 1996; Velasquez y col., 1996; da
Silva y col, 1997a, Kock y col, 1997), orina (Franzen y col., 1996c¢), lavado
broncolalveolar (Visvesvara y col., 1994), esputo (Franzen y col., 1996b; del Aguila y col.,
1997b), aspirado duodenal y biliar (Franzen y col., 1996a; da Silva y col., 1996; Velasquez
y col., 1996) y heces (Fedorko y col., 1995, Velasquez y col., 1996; da Silva y col., 1997,
Liguory y col., 1997; Kock y col., 1997, Ombrouck y col,, 1997). La deteccion de E.
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infestinalis en sangre, mediante PCR, solo se ha comunicado en una ocasion (Franzen y

col., 1996d).

Tabla 5. Iniciadores mas empleados en el diagnéstico de las microsporidiosis humana

mediante reaccion en cadena por la polimerasa (PCR).

Iniciadores Designacion | Especificidad Am Referencias
{rb)

S _-GAAACTTGTCCACTCCTTACG-3 EBIEF1 E. bieneusi 607 Da Silva y col., 1996
5-CCATGCACCACTCCTGCCATT-3° EBIER1
5-TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA-3 EHEF E. hellem 247 Visvesvara y col., 1994
3’ GTAAAAACACTCTCACACTCA- EHER
5 ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3 ECUF E. cuniculi 549 Visvesvara y col., 1994
5 TGCCATGCACTCACAGGCATC-3 ECUR
5 CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3 Vi S. intestinalis 375 Zhu y ¢col., 1993b
5_CTCGCTCCTTITACACTCGAA-S? SI500
5 TCAGTTTTGGGTGTGGTATCGG-3 Eb. Ge E. bieneusi 210 Velasquez y col., 1996
5 -GCTACCCATACACACATCATTCS Eb. Gt
5 -TTTCGAGTGTAAAGGAGTCGA-¥ SINTF1 E. intestinalis 520 Da Silva y col., 1997a
5 CCGTCCTGCTTCTCCTGCCCG-S SINTR
5-GGGGGCTAGGAGTGITTTTG-3° Set3 E. intestinalis 930 Liguory y col., 1997
5-CAGCAGGCTCCCTCGCCATC-3
S.GOCTGACGTAGATGCTAGTC-3° Set2 E. bieneusi 1265 Liguory y col., 1997
5 ATGGTTCTCCAACTGAAACC-3’
5. CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3* Vi E. bieneusi 353 Zhu y col., 1993a
5-ACTCAGGTGITATACTCAGCTC-3 EB450 E. hellem
5;-CCAGGUTGATUCTGCCUGACG-3 Mic3U E. bieneusi 4190 Kock y col., 1997
5,-TUACCGCGGCUGCUGGCAe-3’ Mic421U E. hellem 433

E. cuniculi 419

E. intestinalis 421

Mic266
5 _AAGGAGCCTGAGAGATGGCT-3 Eh379 E. bieneusi 132
Ec378 E. cuniculi 113

5 CAATTGCTTCACCCTAAGGTC-3? Eh410 £, hellem 134
F_GACCCCTTTGCACTCGCACAC-3 Ei395 E.intestinalis 128
5 TGCCCTCCAGTAAATCACAAC-3
S-CCTCCAATCAATCTCGACTC3?
5 -CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC3 PMP1* E. biereusi 250 Fedorko y col., 1995
F_-CCTCTCCGGAACCAAACCTG-3 PMP2 E. hellem 268

E. cuniculi 270

E. inlestinalis 279

* 1 a secuencia de nucledtidos del primer PMP1 es identica a la del primer V1

El mayor grado de dificultad se ha encontrado en muestras de heces. Varios autores

han publicado diferentes métodos de extraccion de DNA de microsporidios en heces

(Fedorko y col., 1995; Velazquez y col.,, 1996; da Silva y col.,1997b; Kock y col., 1997,

Ombrouck y col., 1997). Las estrategias usadas incluyen: la simple ebullicion de la muestra
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EOmbrouck y col., 1997), la digestion de la muestra seguida de extraccion mediante fenol-
cloroformo y precipitacion con etanol (Fedorko y col., 1995; Velasquez y col., 1996 ), el
uso durante el procedimiento de perlas de vidrio para provocar la rotura de las esporas
(Fedorko y col,, 1995; da Silva y col,, 1997b; Coyle y col., 1996) y el uso de sales
caotropicas (Liguory y col., 1997, Kock y col., 1997).

La aplicaciéon de PCR en estas muestras, debe realizarse con precaucion para evitar
los resultados falsos negativos. Dos variables deben tomarse en cuenta: 1) la concentracion
de esporas viables en la muestra y 2) la presencia de inhibidores de la PCR. Cuando la
concentracion de DNA extraido es baja, la amplificacion se producira, (inicamente cuando
se emplee una cantidad suficiente en la reaccion. Por otro lado, en muestras que presenten
inhibidores, la amplificacién solo se produciria tras la dilucion de los mismos. En el estudio
2 (pagina 65), describimos un nuevo método de extraccion de DNA en heces aplicable en el

diagnostico especifico de la microsporidiosis intestinal.

3.5 TRATAMIENTO

La experiencia que disponemos en el tratamiento de las microsporidiosis humanas
es limitada. Practicamente todos los casos y series publicados presentan pacientes VIH
severamente inmunosuprimidos y no se tienen resultados de estudios doble ciego de
tratamiento comparado con placebo.

La evaluacion de drogas in vitro y los ensayos terapéuticos en animales de

experimentacion son limitados. (Canning y Lom, 1986; Canning 1993).

Infecciones gastrointestinales

Los intentos iniciales de tratamiento en cuadros producidos por E. bieneusi,
tuvieron un éxito limitado. Resultados preliminares indicando mejoria clinica en pacientes
tratados con metronidazol (Eeftinck Schattenkerk y col,1991), no pudieron ser
posteriormente confirmados (Weber y col., 1994a). Azitromicina (Dore y col., 1995),
atovaquona {Dieterich y col., 1994) y otros antibidticos y antiprotozoarios han sido

utilizados sin éxito (Dieterich v col., 1994). Observaciones recientes han mostrado que el
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tratamiento con albendazol , disminuye la intensidad de 1a diarrea a la vez que se observa
un aumento de peso en algunos pacientes, a pesar de que los parasitos siguen presentes en
biopsias de intestino delgado y se siguen detectando esporas en las muestras de heces
obtenidas tras tratamiento (Blanshard y col., 1992; Asmuth y col., 1994; Wanke y Mathia,
1993; Dieterich y col,, 1994). No obstante, la excrecion esporadica de esporas de L.
bieneusi, con mejoria intermitente de la diarrea ha sido observada sin ninguna intervencion
terapéutica y nunca se ha demostrado la cura espontanea o la completa erradicacion del
parésito tras el tratamiento (Weber y col,, 1994c).

Mas recientemente, se sugiere que la furazolidona puede ser Gtil en el tratamiento de
diarrea por E. bieneusi. Tres pacientes fueron tratados (100 mg, cuatro veces por dia
durante 20 dias), la diarrea ceso tras 12 dias de tratamiento, y no se¢ detectaron esporas en
las muestras de heces; sin embargo un paciente recayé (Dionisio y col., 1995). Basandose
en que la talidomida reduce el factor de necrosis tumoral, investigadores britanicos trataron
12 pacientes con talidomida (100 mg por la noche durante 3 semanas). En ellos se
evidencid un descenso en el nimero de deposiciones, transicion de las heces de liquidas a
semislidas vy detencion en la pérdida de peso; un paciente recayd (Sharpstone y col.,
1995).

Otro estudio reciente sugiere el uso de atovaquona. Investigadores en Atlanta GA
(USA), monitorizaron una serie de 8 pacientes (750 mg 3 veces al dia, un minimo de 4
semanas). La diarrea cesd en todos ellos y ademas experimentaron un aumento de peso, sin
embargo el control parasitoldgico iras el tratamiento, demostré esporas en las heces de los
pacientes y en algunos casos en biopsia intestinal. Parece pues que el control de la diarrea y
otros sintomas gastrointestinales depende del mantenimiento de la droga (Anwar-Bruni y
col., 1996).

Fl tratamiento de las infecciones gastrointestinales causadas por E. intestinalis, es

‘déntico al recomendado en las infecciones diseminadas y se expone a continuacion.

Infecciones diseminadas
Observaciones preliminares del posible tratamiento curativo de las infecciones
causadas por E. intestinalis y Encephalitozoon spp. con albendazol han permitido acumular

un buen numero de comunicaciones confirmando la eficacia de esa droga (Lecuit y col,
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1994; Dore y col.,, 1995; Sobottka y col., 1995a; Corcoran y col, 1996; Wanke y col,
1996). Varias comunicaciones de casos aislados de infeccion por £, intestinalis han descrito
la cura clinica y parasitdlogica con una dosis de 400 mg por via oral 2-3 veces al dia,
durante 2 semanas a 3 meses en casos de sinusitis, keratoconjuntivitis, enteritis y uretritis
(Wanke y col., 1996; Sobottka y col., 1995a; Corcoran y col., 1996; Joste y col., 1996).
Igualmente series entre 2 y 7 casos con infeccion diseminada por E. intestinales han usado
400 mg de albendazol dos veces al dia durante un periodo de 2 a 3 semanas con éxito. En la
mayoria de los casos una mejoria cliniéa se acompafid de una reduccién en la carga
parasitaria o de cura parasitologica. En otras la interrupcion del tratamiento y la recidiva de
la infeccién, requirio Ia institucién del tratamiento. Fallos en el tratamiento son raros ( Dore
y col., 1995; Gunnarsson y col., 1995; Molina y col.,, 1995)

Los resultados observados en las infecciones por E. hellem y E. cuniculi son
esencialmente las mismos v la respuesta al tratamiento con albendazol es generalmente
buena (Visvesvara y col., 1994; de Groote y col., 1995, Deplazes y col., 1996; Didier y col,,
1996¢), habiéndose relatado un unico fracaso terapeatico en un paciente con

microsporidiosis pulmonar causada por E. hellem (Scaglia y col., 1997).

Infecciones oculares

El primer tratamiento con éxito de un caso de infeccion corneal por E. hellem se
relatd en un paciente tratado con itraconazol (Yee y col., 1991), pero este resultado no pudo
ser comprobado posteriormente (Diesenhouse y col., 1993). Esta droga no ha sido capaz de
prevenir la infeccion por E. bieneusi en pacientes VIH (+) (Albrecht y col., 1995a).

McCluskey y col. (1995) han descrito un caso de queratoconjuntivitis con respuesta
al tratamiento con isotionato de dibromopropimidina.

El tratamiento topico con fumagilina consigui¢ una mejoria de la sintomatologia y
una reduccion de los signos clinicos de infeccion en pacientes con queratoconjuntivitis
debidas a Encephalitozoon spp. (Diesenhouse y col., 1993; Rosberger y col., 1993; Garvey
y col., 1995; Didier y col., 1996a). A pesar de no erradicar el parésito, esta droga reduce la
infeccion por microsporidios en abejas infectadas (Ketznelsony J amieson, 1952) e inhibe
la replicacion de Encephalitozoon spp. en cultivo celular (Canning y Hollister, 1992) y en

infeccion experimental en conejos (Shadduck, 1980). Una situacion similar se observa
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. durante el curso del tratamiento en humanos, donde la constante es la persistencia del
pardsito vy la recidiva de la sintomatologia clinica tras la suspensién del mismo
(Diesenhouse y col, 1993; Rosberger y col, 1993). Se han relatado casos de cura
espontdnea (Weber y col., 1993a) y tras tratamiento combinado con albendazol por via
sistémica (Didier y col., 1996c¢).

Asi pues podemos concluir que actualmente el tratamiento de eleccion en
infecciones debidas a Encephalitozoon spp. y E infestinalis es la administracion de
albendazol. La indicacién del tratamiento no dependerd de la presencia o no de
sintomatologia ocular, ya que las infecciones producidas por ellos, se presentan casi
siempre de forma sistémica y raramente, si es que alguna, limitada a esta localizacién. El

tratamiento debera mantenerse hasta confirmar la cura parasitologica.
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Estudio 1

“QUICK-HOT” GRAM-CHROMOTROPE. UN NUEVO METODO DE TINCION
PARA LA DETECCION DE MICROSPORIDIOS EN MUESTRAS CLINICAS.

Objetivos
El presente estudio tuvo como objetivos: 1) optimizar el método de tincion de
Gram-chromotrope (Moura et al., 1996) y 2) evaluar las caracteristicas morfotintoriales de

microsporidios y otros microrganismos en muestras clinicas, especialmente muestras de

tejido embebidas en parafina.

Material y métodos.
Muestras.

Se emplearon las siguientes muestras conteniendo microsporidios:

1) Sobrenadantes de cultivos celulares de E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis y V.
corneae. 2) Muestras clinicas incluyendo: heces, aspirado duodenal, bilis, orina, exudado
conjuntival, lavado broncoalveolar, esputo y exudado nasofaringeo. 3) Secciones de tejido
formolizadas e incluidas en parafina conteniendo esporas de E.bieneusi, E. cuniculi, E.
hellem y E. intestinalis.

También fueron procesadas una amplia variedad de muestras clinicas: heces,
preparaciones citologicas y muestras histolégicas, conteniendo: bacterias gram positivas y
gram negativas, Histoplasma capsulatum, Mycobacteritim avium-intracelulare 'y
Cryptosporidium parvum para determinar sus caracteristicas tintoriales. En todos los casos
fueron realizadas tinciones control mediante las técnicas de Gram, chromotrope (Weber y

col., 1992), y/o Steiner, para garantizar la presencia de microsporidios en las muestras.

Optimizacion del método.

Para escoger la concentracién optima de colorante, el tiempo de tincion y la
temperatura apropiada, se utilizaron 8 muestras positivas conteniendo microsporidios. Las
concentraciones de chromotrope 2R empleadas, fueron 0.3, 0.6, 1, 3, 45y 6 g% Los
tiempos de tincion para las soluciones de cristal violeta y lugol, fueron de 5, 15, 30y 60

segundos y para la soluciones de chromotrope de 30 segundos, 1, 2, 5, 30, 60 y 90 minutos.
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Evaluacién del método.

Se escogid la combinacidn dptima entre las diferentes concentraciones y tiempos de
coloracion (apéndice, pag. II), que fue utilizada en el presente estudio. Las coloraciones se
realizaron utilizando un aparato denominado Slide Stainer (Boeckel Scientific Inc,
Feasterville, Pa, USA) disefiado para realizar tinciones de Gram y Giemsa. Las
preparaciones histologicas, fueron desparafinizadas y rehidratadas mediante el método
habitual (apéndice, pag. I).

Todas las preparaciones fueron tefiidas con la tincidn quick-hot Gram-chromotrope,
montadas y codificadas. El examen de las muestras se realizo por tres observadores que
informaron la presencia o ausencia de esporas de microsporidios en las muestras
estudiadas. En las muestras con microsporidios, los resultados se compararon con las
preparaciones control procesadas mediante las tinciones de Gram (muestras de biopsia y
necropsia y preparaciones citologicas), Steiner (muestras de biopsia y autopsia) Y

chromotrope (Weber y col., 1992) ( muestras de cultivo celular y heces)

Resultados.

Entre todas las combinaciones resultantes de variar las concentraciones de los
distintos colorantes y tiempos de incubacion, se escogid: cristal violeta 1% durante 30
segundos; lugol durante 30 segundos y chromotrope 1% durante 1 minuto. Siendo estas las
condiciones necesarias para reducir el tiempo total de tincion, sin detrimento de las
caracteristicas tintoriales de los microsporidios. Para las preparaciones histologicas los
tiempos se incrementaron en 30 segundos en todos los pasos.

En todas las preparaciones examinadas, hubo absoluto consenso entre los tres
examinadores, coincidiendo al informar ausencia o presencia de microsporidios.

En las muestras procedentes de cultivo, las esporas se tifien en una gama que va del
rosa-violeta al violeta intenso, con un fondo claro (Figura El.1). Algunas esporas presentan
granulos gram positivos en su interior que pueden ser considerados como diagnésticos
junto a la caracteristica banda ecuatorial que caracteriza la apariencia microscopica de
algunas esporas. Se observaron algunas diferencias relacionadas con la calidad de la

coloracién entre los diferentes géneros y especies de microsporidios estudiados. Las

esporas de E. .cuniculi, E. hellem y E. infestinalis aparecen de color violeta y
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uniformemente tefiidas (figura E1.1: AB y C). Las esporas de Viffaforma cornede,
muestran prominentes granulos gram positivos, se tifien con menor intensidad con el cristal
violeta y son ligeramente menores y mas estrechas (figura E1.1: D).

En las extensiones citologicas, las esporas se tifien de rosa-violeta a violeta intenso,
aparecen también granulos positivos y algunas espords presentan la tipica banda ecuatorial.
Los detalles citologicos de las células pueden apreciarse mediante esta tincion (Figura E1.1
Ey H).

En muestras de heces, las esporas de microsporidios se tifien de color violeta intenso
sobre un fondo relativamente claro (Figura E1.1 K y L), en contraste con la tincion de
chromotrope (Figura E1.1 J) en la que la coloracion es mas tenue. Por ello, las esporas de
E. bieneusi y E. intestinalis pueden incluso ser tentativamente distinguidas de acuerdo a su
tamafio. Las levaduras presentes habitualmente en estas muestras se tifien de color rosa a
rojo y son facilmente diferenciadas de las esporas de microsporidios. Las bacterias gram
negativas no se tifien y las gram positivas, toman la coloracion habitual, haciendo dificil su
confusion con microsporidios.

En todas las preparaciones histologicas, los organismos fueron facilmente
visualizados a bajo aumento (200 x), incluso en biopsias de mucosa intestinal en las que el
nimero de esporas era pequedo. El patron de coloracion observado fue de rojo-violeta a
violeta oscuro, y en muchas de las esporas el caracteristico cinturén ecuatorial fue
claramente visualizado. La coloracion de fondo de esta tincién en muestras de tejido,
permitié la localizacién anatomica de los parésitos y la identificacion de las células
parasitadas (Figuras E1.2, E1.3 y E1.4). Los nucleos de las células se tifien variablemente
gris-violeta, azul a rojo; el tejido intersticial azul claro y los eritrocitos rojos. Las esporas de
F. bienusi y E. intestinalis en biopsias de intestino delgado, se observaron como estructuras
ovoides y mostraron una gama de coloracion de rosa al violeta intenso. (Figura E1. 2: A, C,
Dy F).

Las muestras de tejido conteniendo otros microorganismos, mostraron patrones
tintoriales diferentes a los descritos para los microsporidios. Las levaduras se observaron
con una pared celular azul y nicleo rosa, las bacterias de rosa a violeta y criptosporidium

de azul claro a rosa (Figura E1.3 Ay B).

54




Estudio 1

Discusién.

El diagnostico de las microsporidiosis humanas se basa en la identificacion de las
caracteristicas esporas en muestras clinicas. No obstante, la deteccion de las mismas,
requiere el uso de métodos de tincidn apropiados y un adecuado tiempo de observacion. No
es de extrafiar por ello que esporas que miden de 1 a 3 wm puedan pasar desapercibidas
incluso a microscopistas bien entrenados.

Durante los ultimos afios han sido descritas numerosas técnicas de identificacion de
esporas en muestras clinicas (Weber vy col.,1992a; Beauvais y col., 1993; Ryan y col., 1993;
Garcia y col., 1994; van Gool y col., 1994b; Koskokin y col., 1994; Luna y col., 1995,
Moura y col.., 1996).

El avance sin duda mas importante fue el desarrollo de Ia tincién chromotrope 2R-
modificada (Weber v col., 1992), que permite la tincion diferencial de las esporas de
microsporidios con otras estructuras similares. Este método fue rapidamente adoptado
como tincién de referencia para estos parasitos. Mediante esta técnica, las esporas aparecen
como pequefias estructuras ovoides de color rosa teﬁue; con una banda caracteristica
atravesando ecuatorialmente a la espora. Las bacterias y otros elementos presentes en heces
se tifien de verde claro, facilitando asi la visualizacidon de las esporas. Sin embargo, el
tiempo de tincion es largo (120 minutos), y el color de las esporas es, a veces, sutil. Entre
las modificaciones aparecidas a partir de la técnica habitual, destacan la de Ryan y col.
{1993), que disminuy6 la concentracion de acido fosfotingstico de 0.7 a 0.25 g vy sustituy6
el fast green por azul de anilina, consiguiendo un fondo mas claro y mejorando la
luminosidad de las esporas. Otra modificacion de la técnica de Weber consistente en usar la
solucién de chromotrope 2R caliente (50°C), consiguié reducir el tiempo de tincion de 120
a 40 minutos (Koskoskin y col., 1994).

La tincidn chromotrope de Weber ha sido empleada también para identificar esporas
en cortes de tejidos (Giang y col., 1993), aunque los anatomopatologos usan generalmente
variaciones de la tincidon de Gram para tejido (Brown & Brenn o Brown & Hopps) debido a
la mayor intensidad y contraste de esta tincion en tejido. Asi pues la tincion de Gram puede
ser usada para deteccion de esporas de microsporidios en tejido o en muestras clinicas

estériles o que presenten una baja contaminacién bacteriana. Sin embargo, es totalmente
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.ineﬁcaz para detectar esporas de microsporidios en muestras de heces donde no se podrian
diferenciar de bacterias gram positivas.

Las esporas de microsporidios, incluyendo las de las especies que infectan al
hombre, poseen afinidad por la tincién de Gram. Partiendo de esfa premisa, Moura y col.
(1996) desarrollaron esta nueva técnica que combina las tinciones de Gram y chromotrope,
consiguiendo resaltar las caracteristicas diferenciales propias de estas esporas. Las esporas
maduras de E. hellem y E. cuniculi de cultivo celular o de muestras clinicas, son gram
positivas o poseen granulos gram positivos (Schwartz y col., 1996; Moura y col., 1996) y
aunque similar comportamiento presentan las esporas de E. bieneusi, esta especie muestra
generalmente una gran variabilidad en relacion a la tincién de Gram (Weber y col., 1994a;
Schwartz y col., 1996), pudiendo aparecer como gram positivas, gram negativas o gram
intermedias (Schwartz y col., 1993a). Esta observacién puede deberse a un exceso en la
etapa de decoloracion y/o al estado de madurez biologica de 1a espora. Las esporas maduras
tienden a ser claramente gram positivas, mientras que las esporas inmaduras y los
esporoblastos, son gram intermedios o negativos. ‘

En el desarrollo del presente método, que combina las tinciones de Gram vy
chromotrope 2R, se elimind la contracoloracién con safranina en la primera tincién. Esto
evita que el fondo se tifia de rojo, manteniendo la caracteristica coloracién violeta de las
esporas. Las esporas se tifien de color violeta intenso y mantienen los caracteristicos
granulos gram positivos, sobre un fondo relativamente limpio, en funcién del origen de la
muestra. Las particulares caracteristicas morfo-tintoriales de las esporas (Weber y col,
1992), incluyendo la tipica banda ecuatorial, aparecen realzadas. Es mas, las esporas
pueden ser facilmente visualizadas incluso cuando se presentan en bajo namero. El tiempo
de tincion se disminuyé drasticamente de 120 a 11 minutos (Moura y col., 1996)

Para facilitar ain mas la implantacién de la técnica en la rutina de laboratorios
clinicos, el procedimiento fue modificado calentando varios de sus componentes entre 50 y
55°C. Los resultados demostraron una perfecta coloracion de las esporas en todas las
muestras clinicas estudiadas y una reduccion del tiempo de tincién a solo 5 minutos. Para
ello se recomienda usar aparatos de tincion termoregulables o simplemente introducir los

colorantes en jarras de Couplin al bafio maria a la temperatura descrita..
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Una importante ventaja de la tincién es que la variabilidad inherente que algunas
esporas de microsporidios presentan en la tincion de Gram, se minimiza al contracolorear
con la solucién de chromotrope y aunque algunas esporas pueden aparecer de color rosa-
rojo, peden ser facilmente detectadas. |

Otra aportacién del método, es su aplicacion en el estudio histopatologico, donde
empleando las tinciones de Gram y especialmente la de chromotrope, los tejidos aparecen
palidos y usualmente mal definidos. El método aqui descrito tifie claramente los tejidos.
Esta caracteristica facilita la identificacién de células especificamente susceptibles a la
infeccién por estos parasitos (ej. enterocitos, macréfagos, neutréfilos, células epiteliales y
endoteliales), permitiendo definir infecciones de caracter invasivo.

Por todo ello, podemos afirmar que el método de quick-hot Gram-chromotrope, es

un método rapido, sencillo y eficaz para el diagndstico de las microsporidiosis humanas.
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Figura E1.1 (continuacién). Caracteristicas morfolégicas y tintoriales de diferentes
especies de microsporidios en cultivo celular y en muestras clinicas (observacion

original 1000x).

A — D: esporas de microsporidios en cultivo celular; E. cuniculi (A); E. hellem (B), E.
intestinalis (C); V. corneae (D).

E: esporas de E. hellem en exudado conjuntival,

F: esporas de £. cuniculi en orina.

G: esporas de E. bieneusi en esputo (Tincion de chromotrope).

H.: esporas de E. bieneusi en esputo.

T esporas de . hellem en lavado broncoalveolar. Se observan las diferencias morfologicas
y tintoriales con cocos gram positivos.

J. esporas de E. bieneusi en heces (Tincion de chromotrope).

K: esporas de E. infestinalis en heces.

L: esporas de E. bieneusi en heces.
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Figura E1.2. Tincién de “quick-hot” Gram-chrometrope. Afectacion intestinal por

microsporidios.

A, C y F: caracteristicas morfotintoriales de E. intestinalis en biopsia duodenal. A:
presencia de esporas en el epitelio intestinal y en la lamina propia (400x). C: detalle de A
observado a 1000 aumentos. F: esporas en la lamina propia (1000x). D: caracteristicas
morfotintoriales de E. bieneusi en biopsia duodenal. Esta especie se localiza
exclusivamente en el polo apical de los enterocitos. En esta preparacion, las esporas son
facilmente detectables a pesar de presentar una baja intensidad de coloracion (1000x). G:
biopsia duodenal donde se observa una célula de Paneth (400x). Los granulos presentes en
las mismas son, a veces, confundidos con esporas de microsporidios. B: detalle de G a 1000
aumentos, mostrando la morfologia, localizacion y coloracion de los granulos, facilmente

distinguibles de las esporas de microsporidios.
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Figura E1.3. Tinciéon de “quick-hot” Gram-chromotrope.
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Figura E1.3. (continuacion).

Caracteristicas morfotintoriales de diferentes patégenos tisulares.

A: biopsia intestinal donde se observan ooquistes de Cryptosporidium parvuii localizados
sobre las células del epitelio intestinal. Seccion longitudinal; observaciéon original, 400
aumentos.

B: biopsia duodenal del paciente descrito en A. Seccion transversal, observacion original,
400 aumentos.

C: biopsia pulmonar” presentando numerosas ievaduras de Histoplasma capsulatum,
observacion original, 400 aumentos.

D detalle de C observado a 1000 aumentos.

E: infeccion por Mycobacterium sp.; observacion original, 400 aumentos.

F- detalle de E observado a 1000 aumentos.

G- abceso por cocos gram positivos; observacién original, 400 aumentos.

H: detalle de G observado a 1000 aumentos.
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Figura E1.4. Tincién de “quick-hot” Gram chromotrope. Afectacion ocular y renal

por microsporidios.
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Figur:;. E1.4 (continuacion).

A globo ocular (muestra necropsica) donde se observan esporas de E. hellem en el epitelio
corneal; observacion original, 200 aumentos.

By C: detalle de A observado a 1000 aumentos.

D: bidpsia renal donde se observan esporas de E. infestinalis en la luz de un tibulo renal;
observacion original, 400 aumentos.

E. detalle de D observado a 1000 aumentos.

F, G y H: afectacion renal por E. hellem; observacion original 200 aumentos (G) y 1000

aumentos (F y H). Se observan esporas en el parénquima renal (G) y en el interior de los

tibulos renales (F, G y H). También se observa una célula del epitelio tubular intensamente

parasitada (H).
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IDENTIFICACION DE Enterocytozoon bieneusi Y Encephalitozoon (Septata)
intestinalis EN MUESTRAS FECALES MEDIANTE REACCION EN CADENA POR
LA POLIMERASA, USANDO INICIADORES DISENADOS A PARTIR DE LA
SECUENCIA QUE CODIFICA EL RNA DE LA SUBUNIDAD MENOR
RIBOSOMAL.

Objetivos

El presente estudio tuvo como objetivos: a) evaluar un método de extraccién de
DNA en muestras fecales desarrollado para identificar E. bieneusi y E. intestinalis mediante
PCR usando iniciadores especic-especificos, b) comparar la eficacia en la retirada de
mnhibidores de la PCR en muestras de heces, del método desarrollado con respecto a otros
métodos de extraccidon de DNA y ¢) evaluar el efecto de la conservacion de las muestras

fecales en formalina al 10%.

Material y métodos
Muestras,

En la evaluacion inicial del método, se utilizaron 64 muestras de heces frescas
procedentes de pacientes con sida y diarrea cronica que fueron conservadas a 4°C hasta su
procesamiento. En los meses siguientes, se analizaron otras 75 muestras de heces frescas
(30 humanas y 45 animales) y 96 muestras de heces conservadas en formol al 10% (35

humanas y 61 animales) procedentes de diferentes localizaciones.

Tabla EL.1. Descripcion de las muestras segiin su procedencia v estado de conservacion.

Procedencia HUMANAS ANIMALES TOTAL
Frescas  Formalina 10% Frescas  Formalina 10%
ESPANA 77 2 - - 79
MEIICO - 23 - 51 74
USA 1 10 45 - 56
BRASIL 12 - - - 12
HAITI - - - 10 10
ALEMANIA 4 - - - 4
TOTAL 94 35 43 61 235
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Microscopia 6ptica (MO).

Para examinar la presencia de esporas de microsporidios en las heces, todas las
muestras fueron tefiidas mediante la tincién de chromotrope (apéndice, pag. 1) y/o “quick-
hot” Gram-chromotrope {apéndice, pag. IT). La presencia de otros parasitos intestinales fue
investigada en Ias 79 muestras de Espafia mediante examen en fresco tras concentracion por
el método de etil-acetato y mediante tincion acido-alcohol (Ash y Orihel, 1997).

Reaccion en cadena por la polimerasa (PCR):

Las 64 muestras iniciales, fueron procesadas mediante el método de extraccion y
purificacion de DNA desarrollado (apéndice. pag. XV). Las 171 muestras restantes, fueron
procesadas mediante el método citado anteriormente, con una Unica variacién en la etapa de
purificacion, donde se utilizd una columna distinta (QuiaQuick) que ofrece las mismas
prestaciones que la empleada inicialmente pero es de manejo mas sencillo y rapido.
Diferentes volimenes (10, 1 v 0,1 ul) de los extractos fecales obtenidos de cada una de las
muestras, fueron amplificados mediante PCR. Se emplearon iniciadores disefiados a partir
de la region que codifica la subunidad menor del RNA ribosomal (SSU-rRNA) (apéndice,
piag. XVII). Todas las muestras fueron analizadas mediante el par denominado
EBIEF1/EBIER], especifico para £. bieneusi, que origina un fragmento diagnostico de 607
pares de bases {da Silva y col., 1996). El par denominado SINTF1/SINTR (da Silva y col.,,
1997a), origina un amplicon de 520 pares de bases, diagnostico de E. infestinalis y fue
ensayado en 133 muestras. Los productos resultantes se visualizaron mediante coloracion
con bromuro de etidio tras electroforesis en gel de agarosa. (apéndice, pag. XVIII).
Inhibidores de la PCR.

A fin de evaluar el la eficacia de distintos métodos de extraccion de DNA en la
eliminacion de inhibidores de la PCR, se escogié una muestra de heces con una alta
concentraciéon de los mismos que no contenia esporas de microsporidios mediante
microscopia optica. Esta muestra fue procesada mediante el método descrito (apéndice, pag.
XV), un método de ebullicion (Ombruck y col.,, 1997), dos métodos de extraccidn mediante
fenol-cloroformo (Velazques y col., 1996, Collins y col.,, 1995 )y un método basado en el
uso de sales caotropicas {(Chomezynski y col., 1997). La presencia de inhibidores de la PCR
en los distintos extractos fecales obtenidos, fue evaluada usando volimenes de 10, 1 y 0,1

ul de los mismos, a los que se adiciond 0.03 ng de DNA clonado correspondiente a la
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region que codifica el SSU- rRNA de E. infestinalis. Las muestras preparadas se
sometieron a PCR usando el par de iniciadores SINTF1/SINTR (da Silva y col, 1997a). La
amplificacion de una banda de la misma intensidad que el control positivo indicaba la
retirada de los inhibidores. La reproducibilidad de los resultados obtenidos se comprobo,
realizando el experimento descrito en tres ocasiones.

Para verificar la presencia o ausencia de inhibidores de Ja PCR en las 235 muestras
procesadas en el presente estudio, se incluyé en cada una de ellas, un control interno
consistente en la adicion de 0,03 ng de DNA clonado de la especie de microsporidio
ensayada en el mayor volumen de extracto fecal empleado
Fijacion en formalina al 10%.

Con el propésito de definir hasta que grado la fijacion de las heces con formalina al
10% afecta la amplificacion mediante PCR, se selecciond por microscopia Optica, una
muestra de heces frescas humanas conteniendo numerosas esporas de microsporidios. Las
esporas observadas fueron identificadas como pertenecientes a E. bieneusi, al mostrar
mediante PCR usando el par de iniciadores EBIEF1/EBIER1 un producto de amplificacion
de 607 pares de bases caracteristico de esta especie, (da Silva 'y col., 1996). La muestra fue
dividida en 10 alicuotas de 500 pl y fijadas afiadiendo un volumen equivalente de formalina
al 10%. Las 10 muestras resultantes fueron conservadas a 4°C y sometidas, en intervalos de
un dia, a los procedimientos de extraccion y purificacion de DNA descritos (apéndice, pag.
X V). Los extractos fecales fueron conservados a 4°C y al cabo de los 10 dias se procedit a
la deteccion de DNA E. bieneusi mediante PCR (apéndice, pag. XV1).

Posteriormente fueron procesadas 96 muestras fecales que habian estado
conservadas en formalina al 10 %. Ochenta y cuatro de ellas durante un periodo

comprendido entre 6 a 12 meses y las 12 restantes durante mas de dos afios.

Resultados
Microscopia éptica.

De las 235 muestras evaluadas, 101 fueron positivas para microsporidios en estudio
microscopico. Las esporas observadas eran redondas u ovales con un tamafio delal5pum
en unos casos y de aproximadamente 2 pm en otros y presentaban las caracteristicas

morfotintoriales de las esporas de microsporidios.
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= Reaccién en cadena por la polimerasa.

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas E.1.2 y E.1.3.

Tabla E1.2, Evaluacion de la PCR en 235 muestras de heces.

MUESTRAS PCR (+) /MO (1) PCR(-)/ MO (-)
Heces frescas (139)* 28725 111/114
Heces formolizadas (96)* 36 /86 60/10

* Niimero de muestras ensayadas.

Tabla E1.3. Resultados de las muestras segun la especie analizada

ESPECIE PCR (+} /MO (D PCR (-)/MO (-)
Enterocytozoon bieneusi
Heces frescas (139)* 28/25 111/114
Heces formolizadas (96)* 8/ 86 88/10
Encephalitozoon intestinalis
Heces frescas (37)* 0/12 37/25
Heces formolizadas (96)* 32/86 64 /10

*Niimero de muestras ensayadas.

En muestras frescas (139) se detectaron 28 muestras positivas mediante PCR. En
todas ellas se identifico E. bieneusi. Tres de ellas (10,7 %) habian sido previamente
consideradas negativas por métodos de microscopia Optica. Estas muestra fueron
nuevamente tefiildas y reevaluadas detenidamente, no consiguiendo visualizar esporas de
microsporidios en las mismas. En la figura E2.1.A y B se presentan, como ejemplo, los
resultados obtenidos en alguna de las muestras analizadas mediante iniciadores especificos
de L. bieneusi, tras purificacion del DNA utilizando diferentes columnas: Microspin (A} y
QuiaQuick (B). Fue posible amplificar DNA de microsporidios en 36 de las muestras
conservadas en formalina al 10%. Treinta y dos de ellas fueron positivas para E. intestinalis
y 8 para E. bieneusi. En cuatro de las muestras se detectd infeccién mixta por ambas

especies,
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Inhibidores de la PCR.

El ensayo de distintos métodos de extraccion de DNA en la muestra de heces
seleccionada, mostré diferencias en relacion a la retirada de inhibidores de la PCR. Los
métodos mas eficaces fueron el descrito en este trabajo y el basado en el uso de sales
caotropicas (Chomczynski y col., 1997) (Figura E2.1.C). Ambos métodos consiguieron
obtener extractos fecales libres de inhibidores, a partir de los que fue posible amplificar el
DNA adicionado en la reaccion conteniendo el mayor volumen (10ul) de extracto fecal.
Qued6 igualmente demostrada, la presencia de inhibidores en los extractos obtenidos
mediante los restantes métodos empleados, ya que solo se obtuvo la amplificacion deseada
en las muestras mas diluidas, indicando la dilucion de los inhibidores de la reaccion.

Diferentes grados de inhibicion fueron observados en 67 (28,5%) de las 235
muestras analizadas; siendo que en 30 de ellas (12,8%), la inhibicion observada fue parcial
y se consiguio amplificacion en diluciones menores de la muestra. Treinta y siete muestras
(15,7%) necesitaron una etapa de purificacion adicional para retirar los inhibidores de la
PCR.

Fijacién en formalina al 10%.

La figura E1.D, muestra los resultados obtenidos en las alicuotas fijadas durante 1
dia (calle 1 a 3) y 10 dias (calles 4 a 6). Los extractos obtenidos de las distintas alicuotas se
mostraron libres de inhibidores, como demuestra la amplificacion del fragmento
diagnostico en los controles internos de las muestras (calles 3 y 6). La eficiencia en la
deteccion de DNA de F. bieneusi, no se vio influenciada por la conservacion de la muestra
en formalina al 10% durante los 10 dias estudiados, es mas, la amplificacion observada en
el 10° dia fue mas intensa que la conseguida en la muestra fijada durante 24 horas.

Ochenta y seis de las 96 muestras conservadas en formalina al 10%, contenian
esporas de microsporidios. Sélo se consiguid amplificacion en 36 de ellas (41,9%). Las
muestras habian sido conservadas durante periodos de tiempo que oscilaban entre 6 meses
y cinco afios. En las muestras fijadas durante menos de 1 afio (74 muestras) se consiguid

amplificacion en e} 48,9% (36 muestras). Sin embargo esto no fue posible en ninguna de las

12 muestras conservadas durante mas de dos afios.
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Discusion.

La mayoria de las infecciones causadas por microsporidios en pacientes con sida,
tienen como agente etilogico a Enferocytozoon bieneusi, mientras que Encephalitozoon
intestinalis es la segunda especie mas prevalente (Weber y col., 1994a; Schwartz y Bryan,
1997). Las técnicas de microscopia oOptica usadas actualmente para la deteccion de
microsporidios en heces, son efectivas para el diagnostico de la infeccién, pero la
identificacién a nivel de especie, importante para tratamiento y prondstico de la infeccion,
s6lo era posible mediante microscopia electronica (Weber y col,, 1992a; Weber y col.,
1994a; Schwartz y col., 1994a; Visvesvara y col., 1991; de Girolami y col., 1995). Sin
embargo, éste método no es practico ni suficientemente sensible para el diagnostico
coprolégico de las microsporidiosis.

En este estudio mostramos la utilidad de dos pares de iniciadores denominados
EBIEFI/EBIER] (da Silva y col, 1996) y SINTF1/SINTR (da Silva y col., 1997a},
disefiados para la deteccion especifica de E.bieneusi y E. intestinalis mediante PCR. En
1996, da Silva y col. demostraron que la amplificacion obtenida por el par EBIEF 1/EBIER
era mas eficiente que la lograda usando iniciadores genéricos de microspondios (Zhu y
col, 1993a, b y ¢). Ademas el método diagnostico propuesto no requiere la digestion con
enzimas de restriccion del producto amplificado, como en el método disefiado por Fedorko
y col. (1995). Una ventaja adicional de estos iniciadores es que no presentan amplificacion
cruzada con varias especies de microsporidios entre las que se incluyen aquellas patdgenas
para el hombre (da Silva y col., 1996; da Silva'y col., 1997a).

La presencia de inhibidores de la PCR en el DNA extraido de muestras fecales ha
limitado la realizacién de estudios comparando el diagnostico microscopico y molecular de
microsporidios entéricos. Se ha descrito la retirada de inhibidores de la PCR mediante
tratamiento de las muestras fecales con hipoclorito sodico (Fedorko y col., 1995), pero el
procedimiento es Jaborioso, requiere 5 dias para obtener DNA fecal purificado y es menos
eficaz que el método utilizado (da Silva y col., 1997b). Otros métodos de extraccion de
DNA en heces (Velazques y col., 1996; Ombrouck y col., 1997) han sido ensayados en el
presente trabajo y comparados con el método propuesto. En ambos, la eficiencia en la
retirada de inhibidores de la PCR se ha mostrado inferior y s6lo se consiguio diluyendo el

exiracto fecal obtenido. La necesidad de diluir los extractos fecales tras purificacion de
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DNA ha sido también comentada por varios autores (Katzwinkel-Wladarsch y col., 1996;
Koch y col.,, 1997; Ombrouck y col,, 1997) e implica una disminucion en la sensibilidad de
los métodos.

Por otra parte, hemos podido comprobar que la presencia y concentracion de
inhibidores de la PCR en muestras de heces, es un factor impredecible y que varia
sustancialmente de una muestra a otra. Para evitar estos problemas, es evidente la necesidad
de disponer de un método que elimine eficazmente los inhibidores de la reaccion sin que las
muestras resulten dafiadas ni se disminuya la sensibilidad del ensayo.

El método desarrollado en este trabajo ha mostrado ser de gran utilidad por su
sencillez y eficacia en la eliminacion de los inhibidores, con un rendimiento del 84,3% en
las muestras estudiadas; permitiendo asi la utilizacion de volimenes de 10 ul de extracto
fecal en Ia reaccidn y emitir resultados en 24 horas. También ha sido aplicado con éxito en
el diagnéstico de infecciones por Cyclospora cayetanensis y Criptosporidium parvumnt
(Pieniazeck y col., 1997).

En 3 de las 28 las muestras frescas en las que se amplifico DNA de E. bieneusi, no
fue posible observar esporas de microsporidios mediante microscopia optica. Este resultado
no sorprende ya que la sensibilidad tedrica del método de PCR desarrollado, es de 4
esporas utilizando 10p! de extracto de heces en la reaccién. Lo que corresponde a una
concentracion de 10° esporas/ml de heces, mientras que el limite de detecci6n tedrica en los
métodos microscopicos observando 10 pl de muestra requiere una concentracion de 10*
esporas/ml de heces (aunque en la practica es dificil la observacion de esporas cuando las
heces contienen una concentracién inferior a 10° esporas/ml). Estudios comparando la
sensibilidad de los métodos de diagnéstico microscopico y molecular realizados a partir de
esporas procedentes de cultivo, de heces de pacientes naturalmente infectados y de heces
contaminadas con esporas de cultivo, han demostrado que la sensibilidad real de la PCR es
mayor que la de los métodos microscopicos (datos no presentados). No obstante debemos
sefialar en este punto dos importantes consideraciones: 1) los resultados obtenidos a partir
de heces contaminadas con esporas procedentes de cultivo deben ser analizados con
prudencia, ya que, la presencia de DNA soluble en los sobrenadantes de cultivo (incluso
después de lavar las esporas varias veces) puede falsear los resultados (Pieniazeck NIJ,

comunicacién personal). Este hecho no es comentado en algunos trabajos que evaluan la
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sensibilidad de los métodos moleculares mediante este abordaje experimental (Katzwinkel-
Wiladarsch y col., 1996; Koch y col., 1997, Ombrouck y col, 1997); 2) También hemos
podido comprobar que la concentracion de DNA de microsporidios en heces no guarda
relacion directa con el nimero de esporas observadas mediante métodos microscopicos. No
es posible determinar la proporciéon de esporas que contienen DNA en el momento del
diagnostico. Ademds hemos podido comprobar una disminucién de la concentraciéon de
DNA tanto en suspensiones de esporas procedentes de cultivo como en heces de pacientes
con microsporidiosis mantenidas a 4°C durante un periodo de 12 meses (datos no
presentados).

Por tltimo, evaluamos el efecto que produce la fijacion de las heces en formalina al
10% sobre la eficacia del método, ya que este es el procedimiento mas utilizado para la
conservacion y transporte de muestras fecales y es compatible con otros protocolos copro-
parasitologicos. Los resultados demuestran que la fijacion durante un periodo de 10 dias no
afecta los resultados obtenidos mediante el método descrito. Sin embargo, la conservacion
durante periodos mas prolongados parece producir la degradacion del DNA presente en la
muestra. En la serie estudiada fue posible amplificar DNA de microsporidios en
aproximadamente la mitad de las muestras que habian estado conservadas durante un
periodo entre 6 y 12 meses, per en ninguna de las muestras conservadas durante més de 2
afos.

Por todo ello, concluimos que la evaluacion del método descrito permite afirmar su
utilidad en el diagnostico especifico de microsporidios en muestras fecales, e incita a
proseguir en la investigacion de métodos de extraccibn mas sencillos y rapidos

encaminados a emitir resultados en el menor tiempo posible.
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Figura E2.1. Electroforesis en gel de agarosa mostrando los resultados obtenidos tras

PCR usando iniciadores especie-especificos para E. bieneusi 'y E. intestinalis.
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" Figura E2.1 (continuacion). ‘i:

A: Gel de agarosa que muestra los productos amplificados por PCR usando iniciadores

especificos de. L. bieneusi, a partir de extractos de heces purificados con la columna
Microspin. Calles 1 a 5: amplificacion en cinco muestras fecales humanas purificadas,
mediante el par de iniciadores EBIEF1/EBIER1. N: control negativo (DNA extraido de células
E6). P: control posttivo (DNA clonado correspondiente a la regidén que codifica el SSU-rRNA

de E. bieneusi). Los nimeros a la derecha de los geles indican el tamafio de los fragmentos de
DNA en pares de bases. El tamafio esperado del amplicon usando el par de iniciadores
EBIEF!/EBIER] es 607 pares de bases (calles 1 a 6).

B: Gel de agarosa que muestra los productos de amplificacion tras PCR usando el
par de iniciadores EBIEF1/EBIER, especificos de E. bieneusi en extractos de muestras
fecales purificadas mediante la columna QuiaQuick. Calles 1 a 4: muestras fecales
conservadas en formalina al 10%, humana (calles 1 y 3), cerdo (calle 2), vaca (calle 4),

calles 5 a 8: muestras fecales frescas, cabra (calle 5). humanas (calle 6, 7 y 8). Mediante

microscopia Optica se observaron esporas de microsporidios en todas las muestras excepto
en dos (calles 6 y 7). N: control negativo (DNA procedente de células E6 de mono). P:
control positivo (DNA clonado correspondiente a la regién que codifica el SSU-rRNA de
E_bieneusi). Los nimeros a la derecha de los geles indican el tamafio de los fragmentos de
DNA en pares de bases.

C: Eficacia de distintos métodos de extraccion de DNA en heces en la retirada de
inhibidores de la PCR. Calles 1,2 y 3: método desarrollado en el presente estudio; calles 4,
5y 6: método de Ombrouck (1997); calles 7, 8 v 9; método de Velasquez (1996); calles 10,
11y 12: método de Collins (1995 } y calles 13, 14 y 15: método de Chomczynski (1997).

Se utilizaron en todos ellos, volimenes de reaccion de 10, 1y 0,1 pl, consecutivamente.

D: Efecto de la fijacion en formalina al 10% en una muestra de heces. Callel :
amplificacion de la muestra fijada durante 1 dia (dilucion 1:10); calle 2:amplificacién de la
muestra fijada durante 1 dia (dilucién 1:100); calle 3: control de inhibidores de la PCR en la
muestra fijada durante 1 dia (dilucioén 1:10); calle 4: amplificacién de la muestra fijada
durante 10 dias (dilucién 1:10); calle 5: amplificacion de la muestra fijada durante 10 dias
(dilucién 1:10); calle 6: control de inhibidores de la PCR en la muestra fijada durante 10
dias (dilucion 1:10).
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IDENTIFICACION ESPECIFICA DE Encephalitozoon (Septata) intestinalis EN
MUESTRAS FECALES CONSERVADAS EN FORMALINA AL 10% MEDIANTE
METODO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Objetivos

El presente estudio tuvo como objetivos: a) evaluar la sensibilidad y especificidad
de un suero policlonal de conejo anti-£. intestinalis en muestras fecales conservadas en
formalina al 10%, procedentes de pacientes VIH (+) con diarrea cronica; b) determinar la
prevalencia de infeccion por esta especie en la serie estudiada y c) investigar la presencia

de co-infecciones con F. bieneusi.

Materiales y métodos
Muestras fecales.

Fueron analizadas 210 muestras fecales. Las muestras estuvieron conservadas en
formalina al 10%, a temperatura ambiente durante un periodo de 3 a 5 afios. En 120 de ellas
habia sido detectada previamente la presencia de microsporidios mediante la tincion de
chromotrope. Las 90 muestras restantes fueron negativas para microsporidios por
microscopia Optica y algunas presentaban  otros microorganismos — entéricos:
Cryptosporidium parvum (20); Giardia intestinalis (8); Isospora belli (5), Entamoeba coli
(7), Endolimax nana (3); Salmonella spp (8); Campylobacter spp. (6) y Mycobacterium
spp. (4).

Con el objetivo de confirmar o descartar la presencia de esporas de microsporidios,
todas las muestras fueron nuevamente tefiidas mediante la técnica de quick-hot Gram
chromotrope (segin descrito en el estudio 1).

Microscopia electrénica de transmisién (MET).

Debido a la observaciéon de esporas de dos diferentes tamafios en algunas de las
muestras, se seleccionaron 10 de ellas y se realizo medicion de las mismas mediante
micrometro. Un minimo de 20 a 30 esporas por muestra fueron medidas por ftres

microscopistas. Estas 10 muestras fueron procesadas para MET (apéndice, pag.IV).
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Aislados de referencia.

Microsporidios aislados de muestras clinicas: £ cuniculi (CDC: V282) (De Groote y
col., 1995), E. hellem (CDC: 0291: V213) (Visvesvara y col., 1994), E. intestinalis (CDC:
V297) (Visvesvara y col., 1995a) y V. corneae (Siveira & Canning, 1995), fueron
cultivadas en células de rifion de mono (ED6) segin el método descrito por Visvesvara y
cols. (1991). |
Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Dicz pl de suspension de esporas (5 x 10° esporas/m!) procedentes de los distintos
cultivos, fueron dispensados en portas con 12 pocillos individuales, fijados y conservados a
—20°C hasta su uso. Adicionalmente de 5 a 10 ul de cada una de las 210 muestras fecales,
fueron procesadas del mismo modo. El método de IFI se realizb con el suero anti-£.
intestinalis (CDC:V297) a una dilucién 1:400 y con suero anti-IgG de conejo conjugado
con isotiocianato de fluoresceina como se describe en la pagina VII del apéndice
(Visvesvara y col., 1995a). Antes de realizar el ensayo en las muestras de heces, el suero
anti-E. intestinalis (CDC:V297) fue titulado usando diluciones seriadas desde 1:100 a
1:3.200, frente a esporas de E. cuniculi. E. hellem, E. infestinalis y V. corneae obtenidas de
cultivo y frente a dos muestras de heces, una conteniendo E. infestinalis por MET
(Visvesvara y col., 1995a) y otra en la que se identificé E. bieneusi mediante PCR (da
Silva y col., 1997b).

Doble marcaje fluorescente. Las muestras sospechosas de infeccién mixta por E.

bieneusi y E. intestinalis se procesaron mediante el método de doble marcaje fluorescente

descrito por Ombrouck y col. (1996) (apéndice, pag. 1I).

Resultados
“Quick-hot” Gram-chromotrope.

Las 120 muestras previamente informadas como positivas, revelaron la presencia de
esporas de microsporidios mediante la tincion de “quick-hot” Gram-chromotrope. Las
esporas se tifieron de color violeta oscuro y exhibieron al menos una de las siguientes
caracteristicas: presencia de banda ecuatorial, vacuola y/o presencia de granulos gram
positivos (figura E3.1 A, C y D). En las 90 muestras utilizadas como control negativo, se

confirmo la ausencia de esporas.

76

L

e

il
3




Estudio 3

El tamafio de las esporas en 8 de las 10 muestras seleccionadas fue de
aproximadamente 1 um de media (rango de 0,8 a 1,4 um). Sin embargo en 2 de ellas en
gue la mayoria de las esporas median de media 2 um (rango de 1,5 a 3 yum) se observaron
también esporas de un tamafio aproximado a 1 pum. Dos de las muestras, contenian
exclusivamente las esporas de mayor tamaiio.

IFL

Para evaluar la posibilidad de reacciones cruzadas del suero anti- . infestinalis con
esporas de E. bieneusi y E. intestinalis en muestras de heces y con esporas obtenidas de
cultivo (E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis y V. corneae), se ensayaron diferentes
diluciones del anti-suero a partir de 1:100. A las diluciones 1:100 y 1:200, las esporas de las
especies heterdlogas reaccionaron produciendo una fluorescencia moderada y débil,
respectivamente. Sin embargo a una dilucidn 1:400 o mayor no se observd fluorescencia
con las especies heterdlogas, mientras las esporas de E. intestinalis mostraron una brillante
fluorescencia verde manzana. Esta dilucion (1:400) del suero fue seleccionada para evaluar
las muestras fecales.

De las 120 muestras conteniendo microsporidios y ensayadas por IFL, las esporas
presentes en 22 (18.3%) de las muestras reaccionaron con el suero anti-L.infestinalis,
indicando que las esporas presentes en ellas pertenecian a esta especie (Figura E3.1 B, Ey
F). En alguna de las muestras, bacterias con morfologia de diplococos y estructuras
fingicas mostraron una ligera fluorescencia amarilla, pero pudieron ser distinguidas con
facilidad de las esporas de microsporidios. En 7 de las 22 muestras se observé un nimero
de esporas flourescentes, inferior a las observadas en las mismas muestras tefiidas
mediante la tincion de Gram-chromotrope, sugiriendo que contenian también esporas de
otra especie, probablemente E. hieneusi. Ninguna de las muestras negativas o conteniendo
otros microorganismos mostré reactividad con este anti-suero.

Doble marcaje fluorescente. Los resultados obtenidos con este método confirmaron

en las 7 muestras con sospecha de infeccion mixta, la presencia de esporas de
microsporidios no reconocidas por ¢l suero anti- E. infestinales. Sin embargo, también se
observé la situacién contraria, esto es, la ausencia de fluorescencia en determinadas

esporas mediante Calcofluor white junto a reactividad positiva de las mismas frente al

suero anti-F. infestinalis (Figura E3.2).
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MET.

De las 10 muestras examinadas, 5 presentaban esporas v estados esporogénicos de
E. bieneusi y fueron negativas por IFL. Entre las cinco restantes, todas positivas por IFL,
tres contenian esporas de E. infestinalis y en dos muestras se observaron ambos tipos de

esporas confirmando la infeccion por las dos especies (Figura E3.3 A y B).

Discusién

El diagnéstico de la microsporidiosis humana a nivel de especie es importante ya
que las infecciones debidas a E. infestinalis pueden ser tratadas con éxito con albendazol,
mientras que F. bieneusi puede ser refractario a esta droga (Weber y col., 1994a; Shwartz &
Bryan, 1997). La identificacion a nivel de especic es dificil y requiere tiempo ademas de
técnicas especializadas como MET o PCR, disponibles en pocos laboratorios. Es por ello
importante el desarrollo de anticuerpos especie-especificos capaces de identificar el agente
mediante sencillas técnicas serolégicas permitiendo instaurar el tratamiento adecuado.

Varios grupos de investigacién han desarrollado anticuerpos poli y monoclonales
(AcMc) con el objetivo de identificar microsporidios en muestras fecales. Ninguno de ellos
permite identificar inequivocamente la especie de microsporidio implicada debido a
reacciones cruzadas con otras especies de importancia clinica. (Weiss y col., 1992, Zeirdt y
col., 1993; Aldras y col., 1994; Enriquez y col., 1997b). Otro trabajo describe la produccién
de dos AcMc que identifican esporas de E. imtestinalis en muestras fecales frescas o
refrigeradas pero no en muestras fijadas en formalina (Beckers y col., 1996). Otro presenta
la produccion de Ac policlonales que reconocen E. infestinalis en muestras fecales fijadas
con acetona, pero no con formalina (Ombrouck y col., 1996)

Visvesvara y col. (1995a), utilizaron un suero policlonal anti-E. infestinalis (CDC:
V297), que permitio identificar esporas de esta especie en distintas muestras clinicas
incluidas heces. La sensibilidad y especificidad de este antisuero han sido determinadas en
el presente estudio, analizando su reactividad frente a esporas procedentes de cultivo de
E.cuniculi, E. hellem. E. intestinalis y V. corneae y dos muestras fecales conteniendo
esporas de I. intestinalis y E. bieneusi y posteriormente frente a 210 muestras fecales que
habian sido conservadas en formalina y mantenidas a temperatura ambiente durante 3 a 5

anos.
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Los resultados obtenidos indican que el suero anti-E. intestinalis utilizado a la
dilucién 1:400, reconoce especificamente E. infestinalis en cultivo y en muestras fecales
fijadas con formalina al 10%, sin reaccionar con esporas de cultivo de E. hellem, E.
cuniculi y Vittaforma corneae o con heces conteniendo esporas de £. bieneusi Sin embargo,
en alguna de las muestras se observo reaccidén cruzada con diplococos y hongos. La
fluorescencia amarilla y de baja intensidad junto con la morfologia de estas estructuras
permitid distinguirlas facilmente de la fluorescencia verde brillante de las esporas de E.
intestinalis (Sodré y col., 1997).

Estudios previos han identificado los agentes de microsporidiosis intestinal,
mediante PCR y ME (Field y col., 1993; Kotler y Orenstein, 1994; Coyle y col., 1996;
Franzen y col, 1996a y ¢, Liquory y col, 1997). La incidencia de infeccién por F.
intestinalis oscila entre el 7.3% (Liquory y col., 1997) y el 10% (Coyle y col., 1996). Sin
embargo, Franzen y col.(1996a), estudiando biopsias de pacientes con microsporidiosis
intestinal mediante PCR, indicaron que la prevalencia de infeccion por L. infestinalis en las
muestras analizadas es probablemente mayor a la descrita previamente debido a la
ocurrencia de infecciones latentes.

En el presente estudio, las esporas presentes en 22 de las 120 (18.3%) muestras con
microsporidios, reaccionaron intensamente con ¢l suero anti-F. infestinalis mostando una
intensa fluorescencia verde manzana. Debido a la dificultad de realizar MET en las 120
muestras positivas, se seleccionaron 10 muestras. Los resultados de la MET confirmaron
que 5 de ellas (negativas en el método de IFI) presentaban Unicamente esporas
caracteristicas de . bieneusi. De la otras 5 muestras (positivas en el método de IFI), 3 solo
contenian esporas del género Encephalitozoon, mientras que en las 2 restantes se
observaron ambos tipos de esporas. En estas 2 muestras, el nimero de esporas fluorescentes
con el suero anti-E. infestinalis fue pequefio comparado con el nimero de esporas
observado mediante los métodos de tincion.

El examen microscopico tras tincion de las 22 muestras fecales positivas mediane el
método de JFI, reveld que en la mayoria de ellas, las esporas median 2 ym o mas, tamafio
compatible con E. intestinalis (Canning y Lom, 1986; Cali y col., 1993; Van Gool y col,
1994a; Doultree y col., 1995; Viscesvara y col,, 1995a; Didier y col., 1996a; Ombrouck y

col,, 1996). Sin embargo, la reevaluacién microscopica mostré que 7 de las 22 muestras
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contenian esporas de dos tamafios diferentes, unas de aproximadamente 1 um y otras de
unos 2 pm o mas. Las esporas de E. bieneusi, miden aproximadamente 1 pm, mientras que
las de L. intestinalis tienen, en general, una longitud igual o mayor que 2 pm. Ademas, el
numero de esporas fluorescentes en estas muestras fue considerablemente menor que las
observadas en los métodos de tincion.

Por ultimo, empleamos el método de doble marcaje fluorescente propuesto por
Ombrouck y col. (1996), para la deteccidon de infecciones mixtas, con el que obtuvimos
unos resultados comparables a los referidos por los autores. Este método combina la
exposicién inicial de la muestra a un marcador quimioluminiscente que se une
inespecificamente a la quitina presente en la exoépora, seguido del método de IFI. La
observacion de las muestras dio lugar a: 1) la identificacion de esporas fluorescentes con el
suero anti-F. infestinalis y negativas con el marcador quimioluminiscente, probablemente
debido a la presencia en las muestras de esporas inmaduras o estadios precursores con
escasa o nula presencia de quitina en su estructura; 2) la presencia de esporas (marcador
quimioluminiscente positivas) de aproximadamente 1 um, compatibles con E. bieneusi, que
no eran reconocidas por el suero anti-E. intestinalis, junto a esporas de unos 2 pm de
longitud que reaccionaron intensamente con el antisuero.

Basados en las observaciones anteriores, concluimos que esas muestras contenian
esporas de E. infestinalis 'y E. bieneusi, indicando que los pacientes de los que se
obtuvieron las muestras padecian infecciones mixtas. Basados en estos datos podemos
estimar que un total del 5.8% (7 de 120) de los pacientes presentaban microsporidiosis
intestinal debida a la infeccidén simultdnea de ambas especies.

El hallazgo de infecciones intestinales mixtas habia sido descrita anteriormente
(Blanssard y col., 1992, Field y col., 1993; Van Gool y col., 1994a, Franzen y col., 1996¢;
Ombrouck y col.,, 1996) mediante IFI, MET, PCR y cultivo.

En este estudio ha sido demostrada la utilidad de este anticuerpo en el diagndstico
especifico en muestras clinicas, siendo el primer antisuero producido que puede ser
utilizado para identificacion de E. intestinalis en muestras fecales conservadas en formalina
al 10%. Este anticuerpo, podra ser utilizado en estudios epidemioldgicos para identificar
esta especie en animales y muestras ambientales. La primera aplicacion practica de este uso

se expone en el Estudio 5 (pagina 98).
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Figura E3.1. Esporas de E. intestinalis. A, C y D: tincion de quick-hot Gram-chomotrope. B, E y
F: IF1 empleando suero anti-E. intestinalis. A y B: esporas procedentes de cultivo celular (1000x).

C a F: esporas presentes en muestras fecales observadas a 400x (C y E) ya 1000x (D y F).
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Figura E3.2. Método de doble marcaje fluorescente en muestras fecales.

A y B: observacion de un campo microscopico a 1000 aumentos. Tres esporas
fluorescentes con el marcador quimioluminiscente (A, flechas), probablemente L. bieneusi,
no son reconocidas por el suero anti-£. intestinalis (B).

C y D: observacion de un campo microscopico a 400 aumentos.Se aprecia una espora
madura claramente fluorescente con el marcados quimioluminiscente (C, flecha) que es
también reconocida por el suero anti-F- intestinalis (D, flecha). En esta muestra el método
de IFI pone en evidencia la existencia de numerosas esporas inmaduras, que presentan

escasa o nula fluorescencia con el marcador quimioluminiscente.
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-~

Figura E3.3. Microscopia electronica de transmisién en muestras fecales humanas.

Ay C: Caracteristicas ultraestructurales de las esporas de L. bieneusi. Se observa un tubo
polar con 5 a 7 vueltas dispuestas en doble fila (flechas).

B: Caracteristicas ultraestructurales de una espora de microsporidio conteniendo un
filamento polar con cinco vueltas (1 a 5) dispuestas en una Unica hilera, sugestivo de género

Lncephalitozoon.
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AISLAMIENTO EN CULTIVO E IDENTIFICACION DE Encephalitozoon hellem
PROCEDENTE DE UN PACIENTE CON SIDA EN ESPANA. ; CO-INFECCION

CON Enterocytozoon bieneusi ?.

Objetivos

El presente estudio tuvo como objetivo identificar a nivel de especie un microsporidio
aislado casualmente en cultivo celular a partir de! lavado broncoalveolar (LBA)de un

paciente con sida, ingresado en el hospital “La Fe” de Valencia (Espafia).

Material y métodos

Caso clinico

Un paciente con sida (CDC estadio, C3), homosexual, de 41 afios, presentando severa
desnutricion y lesiones cutaneas de sarcoma Kaposi, fue admitido al hospital por diarrea,
astenia y disnea. El paciente tenfa una historia de sifilis latente. A los 33 afios de edad
presentd una trombocitopenia y se le diagnosticd como portador de anticuerpos contra el
virus de inmunodeficiencia humano. Tres afios mas tarde presentod episodios de diarrea
acuosa. A los 39 afios de edad desarrollé sarcoma de Kaposi cutineo. Un afio mas tarde fue
diagnosticado de toxoplasmosis cerebral y desarrolld un sindrome constitucional. El estudio
radiologico en el momento de la admisién, revelé nodulos pulmonares compatibles con
sarcoma de Kaposi, pero la broncoscopia evidencié un arbol bronquial minimamente
inflamatorio y no fueron identificadas alteraciones histologicas compatibles con sarcoma de
Kaposi. Los exadmenes de laboratorio presentaron: recuento de linfocitos CD4 <50/mm’;
plaquetas, 41000; potasio 1.5 meq/L; LDI, 1639 U/L y ooquistes de Cryptosporidium
parvum en muestras fecales. No se investigé la presencia de microsporidios en heces. En el
cultivo del lavado broncoalveolar, fue aislado Cytomegalovirus. Siete dias después de la
admision la disnea empeoro y el paciente fallecio. No fue permitido el estudio necropsico.
El microsporidio aislado, se identifico como perteneciente al género Encephalitozoon
mediante técnicas de microscopia electronica de transmisién e inmunofluorescencia

indirecta (Peman y col., en prensa)
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Cultivo

En el momento de la hospitalizacion, fue recogida una muestra de LBA. La muestra fue
homogeneizada con medio de transporte para virus conteniendo vancomicina, amikacina y
anfotericina B, en la proporcién 1:1. La mezcla se mantuvo 4-8°C durante 30 minutos, y
posteriormente centrifugada a 500g durante 15 minutos. El sedimento resultante, se
dispensd en dos tubos de cultivo celular de fibroblastos humanos fetales (linea celular,
MRC-5), mantenidos con medio de Eagle suplementado con suero fetal bovino al 2%,
penicilina y estreptomicina al 1% y glutamina al 1%. El cultivo fue incubado a 37°C. La
cepa se mantiene actualmente en cultivo (lineas celulares: HLF y E6).

Caracterizacion morfologica.

Microscopia optica: las esporas procedentes del cultivo, fueron tefiidas mediante las
tinciones de chromotrope (apéndice, pag. III) y “quick-hot Gram-chromotrope” (apéndice,
pag. IV).

Microscopia electronica de transmision: Un frasco de cultivo fue tripsinizado y
procesado para estudio ultraestructural (apéndice, pag. IV).

Caracterizacién inmunolégica

Inmunofluorescencia indirecta (IFT): esporas procedentes del cultivo fueron fijadas sobre
portas de inmunofluorescencia y analizadas usando sueros inmunes anti-F. hellem, anti-F.
cuniculi y anti-F. intestinalis (apéndice, pag. VII).

Western blot (WB): esporas procedentes del aislado en estudio y de aislados de
referencia: : E cuniculi (CDC: V282) (De Groote y col.,, 1995), E. hellem (CDC: 0291:
V213) (Visvesvara y col., 1994) y F. intestinalis (CDC: V297) (Visvesvara y col., 1995a)
fueron colectadas, purificadas y sometidas a procedimientos de extraccion. Las proteinas
extraidas fueron separadas mediante electroforésis en gel de poliacrilamida vy
posteriormente transferidas a membrana de nitrocelulosa y sometidas a ensayo
inmunoenzimatico usando suero policlonal de conejo anti-E. hellem (apéndice, pag. TX).
Caracterizacion molecular

Esporas de diferentes subcultivos del aislado en estudio fueron sometidas a
procedimientos de extraccion y purificacion de DNA vy seguidamente analizadas mediante
PCR usando iniciadores especificos para F. bieneusi, E. hellem, E. cuniculi y E. intestinalis

(apéndice, pag. XV).
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Resultados
Cultivo.

A los 18 dias de cultivo se detectdé un efecto citopatico (CPE) consistente en un
alargamiento y distensién de los fibroblastos, que presentaban en su interior una coleccion
de esporas, dando la caracteristica apariencia denominada “mazorca de maiz” (Visvesvara y
col., 1991) (Figura E4.1 A). En ese momento la monocapa de células fué tripsinizada y
subcultivada. El subcultivo fue observado diariamente y el caracteristico efecto citopatico
detectado de nuevo a los 5 dias de la inoculacién. La monocapa fue nuevamente
tripsinizada y centrifugada vy el sedimento tefiido mediante las tinciones de chromotrope y
“quick-hot”Gram-chromotrope.

Microscopia optica.

La tincién de chromotrope mostré estructuras ovoides de color rosa a rojo (2.0-2.5 x 1.0-
1.2 um), algunas de las cuales presentaban la caracteristica banda ecuatorial (Figura E4.1
B). La tincion de “quick-hot”Gram-chromotrope tifié estas estructuras de color violeta
(Figura E4.1. C), algunas de cllas presentaban en su interior, ademas de la banda ecuatorial,
granulos gram positivos. Las caracteristicas morfotintoriales descritas son propias de
esporas de microsporidios.

Microscopia electréonica de transmision.

La microscopia electronica de transmision reveld células infectadas, conteniendo esporas
maduras y diferentes estadios evolutivos del parésito en el interior de vacuolas parasitoforas
(Figuras E4.2 y E4.3 A y B). También se observaron esporoblastos, esporas maduras y
esporas vacias en el medio extracelular (figura E4.3 C, D y E). Las esporas maduras de
forma ovalada y con un tamafio medio de 1.3 x 2.5 pm (rango 1.0-1.6 x 2.3-2.7 pm),
presentaban una gruesa pared formada por una capa electrodensa (exospora), una gruesa
capa electrotransparente (endospora) y una fina membrana plasmatica rodeando el
contenido de la espora. Las esporas contenian un unico nucleo (Figura E4.3 D) y un
filamento polar que presentaba entre 4 y 6 vueltas, dispuestas generalmente en una U(nica
hilera (Figura E4.3 E). Las caracteristicas ultraestructurales descritas permiten identificar el
aislado como perteneciente al género Encephalitozoon. También se observaron esporas

teratoides (Figuras E4.6 C y D).
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Por ofra parte, determinadas células, contenian esporas libres en su citoplasma junto a
estadios proliferativos en proceso de degeneracion (Figura E4.5) y estructuras compatibles
con tubos polares (Figura E4.6 A). Determinados esporoblastos (figura E4.6 B), esporas
teratoides (Figura E4.6 D) y esporas maduras (Figura E4.6 E, F y G) presentaban tubos
polares con 5 a 7 vueltas dispuestas en doble hilera sugestivos de F. bieneusi. No obstante,
no se encontraron los estadios merogdnicos exclusivos de esta especie que permitiesen
confirmar el cultivo mixto.

Inmunofluorescencia indirecta.

Las esporas reaccionaron, Unicamente con en suero anti-F. hellem, mostrando una
fluorescencia intensa al ser examinadas con un microscopio de epifluorescencia (Figura
E4.1 D).

Western blot.

El analisis del aislado mediante WB, mostré un patréon de reactividad semejante al
mostrado por el aislado de referencia E. hellem (CDC: 0291: V213). No obstante el
antisuero empleado, reconocié con intensidad una banda de aproximadamente 25 KDa en la
muestra procedente del aislado en estudio y no en el aislado de la especie homéloga
utilizado como comparacion, (Figura E4.4 B).

PCR.

Mediante PCR se observo la amplificacion de una banda diagnodstica de 547 pares de
bases al emplear iniciadores especificos para E. hellem. El DNA extraido del cultivo celular
fue también amplificado mediante los iniciadores especificos para F. bieneusi. No se
observé amplificacion usando los iniciadores especificos paré E. cuniculi y E. intestinalis.
(FiguraE4.4 A).

Debido a la observacién previa mediante MET de estructuras sugestivas de E. bieneusi
en el cultivo celular, se evalud, la muestra original y distintos subcultivos realizados a los 1,
4, 6, 8 y 12 meses. Una banda de 607 pares de bases, fue amplificada mediante iniciadores
especie-especificos de E. bieneusi en la muestra original y en las correspondientes a los
subcultivos realizados a los 4, 6, 8 y 12 meses de la recepcion de la muestra. La presencia

de DNA de E. hellem fue detectada en todas las muestras analizadas. (Figura E4.4 A).
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Discusion.

Desde la descripcion de E. hellem (Didier v col., 1991), Gnicamente se han
comunicado 16 casos de infecciones causadas por esta especie: 10 en USA, 3 en Suiza, 2 en
Ttalia, v 1 en Gran Bretafia (Didier v col 1991; Hollister y col., 1993; Schwartz y col,,
1993a;, Weber y col., 1993a; Visvesvara y col., 1994; Weber y col., 1994a; Scaglia y col.,
1994; Didier y col.,, 1996; Scaglia y col., 1997). En este estudio presentamos el primer caso
de aislamiento e identificacion de E. hellern en Espaiia.

La primeras y mas frecuentes manifestaciones clinicas observadas en los pacientes
infectados por esta especie fueron cuadros de patologia ocular, 13 de los casos presentaron
queratoconjuntivitis epitelial punctata, otros 3 comunican cuadros ligeros de conjuntivitis y
en los 4 restantes no se confirma ni descarta una posible colonizacién ocular.

La primera autopsia completa realizada en un paciente infectado por E. hellem (Schwartz
y col., 1992), mostrd por un lado el caracter diseminado de la infeccion al localizar el
paréasito ademas de en los ojos, en rifion, uréter, vejiga urinaria, traquea y bronquios. No se
observa parasitacion de bazo, ganglios linfaticos, higado, cerebro, corazon, vasos
sanguineos y tracto gastrointestinal. A pesar de no demostrarse el parasito en bronquiolos,
neumocitos alveolares o intersticio, el patron de colonizacion del arbol traqueobronquial y
la presencia de parasitos en los espacios alveolares, sugiere la adquisicion de la infeccion
por via respiratoria. Posteriormente el estudio histopatolégico en otro paciente, evidencid
la presencia de microsporidios en las células epiteliales de losl_ bronquiolos terminales,
permitiendo suponer la adquisicion del parasito por via aérea y su posterior diseminacion
hematdgena hacia otros o6rganos (Schwartz v col., 1993b). Esta sugerencia se afirma al
comprobar la presencia de microsporidios en la orina de 11 de los pacientes, en 5 de ellos
no se informa y sélo en uno de ellos la infeccion se presenta con afectacion exclusivamente
pulmonar en ausencia del parasito en otras localizaciones (Scaglia y col,, 1997). En la
mayoria de los casos se identifican otras infecciones oportunistas concomitantes, por lo que
el diagnéstico de una o varias de ellas por si, no permite descartar la infeccion simultanea
por E. hellem.

En todos los casos descritos, el diagnostico inicial de microsporidiosis se realizod

mediante microscopia Optica por las tinciones de Giemsa, Gram, calcoflior y/o

chromotrope. En 13 de las ocasiones se identificé el agente a nivel de género mediante
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MET. Se realizé el aislamiento del parasito en cultivo celular en 12 de los casos y
diferentes lineas celulares se mostraron utiles para este propdsito: E6 (Scagha y col., 1994,
Visvesvara y col., 1994), MDCK (Didier y col., 1991; Scaglia y col., 1994; Visvesvara y
col., 1994), HLF (Visvesvara y col., 1991; Scaglia y col., 1994; Scaglia y col., 1997), CDC-
HME (Visvesvara y col.., 1994) y RK13 (Didier et al 1996c¢).

La definitiva identificacion de especie fue realizada por IFI {11 pacientes), SDS-PAGE
(8 pacientes), western blot {8 pacientes) y PCR (5 pacientes). En 9 pacientes se utilizaron
dos o més de los métodos anteriores.

En relacion al tratamiento, no se relata en 5 ocasiones. El tratamiento topico con
itraconazol (1 paciente) y fumagilina (3 pacientes) reporta una mejoria en 3 de los pacientes
y cura clinica y parasitologica en uno de ellos. Cuatro de los pacientes recibieron
tratamiento sistémico con albendazol con mejoria clinica en uno de ellos, cura en dos de los
casos v fracaso terapéutico en el Gltimo (Scaglia v col, 1997). Un paciente recibid
tratamiento topico y sistémico (fumagilina mas albendazol) con resolucion de la
sintomatologia y erradicacion del parasito (Didier y col,, 1996¢). Un paciente no tratado
presentd cura espontanea (Weber y col., 1993a) y el caso que aqui relatamos muri6 a los
siete dias de su ingreso, antes de realizar el diagnostico

Las manifestaciones clinicas descritas comprueban el caracter diseminado de la
infeccion por E. hellem, este comportamiento es compartido por las especies
morfologicamente relacionadas: E. cuniculi y E. intestinalis, habiéndose relatado casos de
queratoconjuntivitis, sinusitis y afectacion de los sistemas respiratorio y genitourinario
(Weber y col., 1994a; Schwartz y Bryan, 1997).

Puesto que el tratamiento de las infecciones causadas por las tres especies con
albendazol resulta efectivo en la mayoria de los casos (Weber y col.,, 1994a; Schwartz y
Bryan, 1997), la identificacion a nivel de género parece suficiente a tales efectos. Sin
embargo, el aislamiento en cultivo e identificacion a nivel de especie de diferentes aislados
de microsporidios morfologicamente compatibles con los del género Lncephalitozoon,
resulta conveniente por varias razones, permitiendo: el estudio e identificacion de especies
semejantes; la realizacion de estudios in vivo e in vitro de nuevas drogas; la obtencion de
herramientas y materiales para estudios inmunolégicos y moleculares, todos ellos de

aplicacion en el estudio de los microsporidios y de las microsporidiosis.
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La identificacién de E. hellem y E. cunmiculi no es posible en base a criterios
morfologicos (Didier y col, 1991) y E. intestinales solo puede diferenciarse de las
anteriores especies en los estadios intracelulares, al presentar en la vacuola parasitofora un
material amorfo entre las esporas, no obstante, las esporas de las tres especies son
morfologicamente idénticas (Cali y col,, 1993). En contraste, cualquiera de los métodos
bioquimicos, inmunolégicos y moleculares desarrollados permite la identificacion de
especie. En el caso presentado, los tres métodos de identificacion empleados (IFI, WB y
PCR), mostraron inequivocamente la presencia de E. hellem en el cultivo.

La escasez de datos epidemiologicos acerca de las infecciones por microsporidios en
Espafia, es comprensible, pues son escasos los hospitales que realizan el diagnéstico de
microsporidiosis. En contraste, en muchos de ellos se utiliza rutinariamente el cultivo
celular para el aislamiento de virus a partir de muestras clinicas. Entre las lineas celulares
mas empleadas, se encuentra la MRC-5, que permite el desarrollo de microsporidios.
Consideramos por ello recomendable, mantener y observar periédicamente estos cultivos
durante un periodo de 30 dias y, en caso de observarse efectos citopéticos inusuales,
proceder a investigar la posible presencia de microsporidios. Asi precisamente, es como se
aislé la cepa de E. hellem estudiada, procedente de un lavado broncoalveolar procesado
inicialmente para cultive de Cytomegalovirus.

Durante el estudio por microscopia electronica del cultivo del aislado EHVS-96,
observamos estructuras sugestivas de la presencia de otro microsporidio, compatibles con
E. bieneusi. Otro hecho que apoya esta observacién, fue la amplificacion obtenida a partir
del DNA extraido del cultivo, mediante PCR usando iniciadores espécificos para E.
bieneusi, aunque sélo se obtuvo amplificacion en el cultivo original (que habia sido
congelado) y en los subcultivos mantenidos durante 1, 4, 6y 8 meses.

Hasta ¢l momento, E. bieneusi ha sido aislado y mantenido durante un maximo de 6
meses en cultivo, en una Unica ocasién (Visvesvara y col., 1995b). Ello indica que existe
una gran dificultad para mantener permanentemente en cultivo esta especie. Este hecho, fue
también observado por van Gool y col. (1994a) al realizar el aislamiento en cultivo de
microsporidios a partir de muestras fecales. Por todo ello no resulta sorprendente el

resultado negativo de la PCR en el cultivo mantenido durante 12 meses.
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Por oﬁ‘a parte, aunque la presencia de E. bieneusi en muestras respiratorias es inusual, ha
sido relatada en dos ocasiones (Weber y col, 1992b; del Aguila y col., 1997b). Ambos
pacientes presentaban simultineamente cuadros de diarrea cronica siendo identificado L.
bieneusi en el examen coproparasitolégico. El paciente objeto de nuestro estudio, también
presentaba diarrea cronica atribuida a Crypfosporidium parvum, pero debido a que la
investigacién de microsporidios no se realizo en el hospital de origen, no se pudo disponer
en este estudio de otras muestras clinicas (incluidas heces).

Por todo ello, y a pesar de las evidencias observadas, no podemos emitir conclusiones
definitivas ya que no conseguimos observar los estadios merogénicos caracteristicos y
exclusivos de esta especie. Ademas la presencia de esporas libres en ¢l citoplasma de las
células en cultivos de E. hellem, es un hecho relativamente frecuente (Visvesvara,
comunicacién personal), al igual que la existencia de formas de desarrollo aberrantes,
denominadas esporas teratoides, observadas también en biopsia de un paciente infectado
por E. bieneusi (Ditrich y col., 1994b).

Concluyendo, mediante microscopia electronica se observé el crecimiento en cultivo de
un microsporidio perteneciente al género Encephalitozoon. Los métodos inmunoldgicos y
moleculares realizados en el estudio del cultivo del aislado, permitieron claramente
confirmar la presencia de la especie £. hellem (denominado EHVS-96), siendo éste, el
primer caso descrito de infeccién por esta especie en Espafia. Adicionalmente, algunos de
los datos obtenidos, sugieren la presencia concomitante en cultivo de E. Dieneusi.
Comprobar esta suposicién, pondria de manifiesto la posibilidad, nunca relatada, de

infecciones mixtas por ambas especies en el hombre.
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Figura E4.1. Aislado EHVS-96 en cultivo celular.
Métodos de microscopia éptica. Magnificacion
original: 1000 aumentos.

A Células HLF infectadas, mostrando el efecto citopatico
caracteristico en “mazorca de maiz”.

B. Esporas libres en el sobrenadante. Tincion de
chromotrope.

C. Célula E6 infectada. Tincién de Gram-chromotrope.

D Inmunofluorescencia especifica con suero de conejo
anti-£. hellem.
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Nu

Figura E4.2. Caracteristicas ultraestructurarales del desarrollo del aislado EHVS-96
en cultivo celular.

Vacuola parasitéfora con los estadios iniciales de desarrollo localizados en la periferia de la
vacuola y las esporas maduras libres en el interior de la misma.

Nu: nuicleo celular en el que se distingue el nucleolo; Me: merontes; Et: esporonte; Eb:
esporoblasto. (Linea celular: E6).
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Figura E4.3. Ultraestructura del aislado EHVS-96 en cultivo
celular (EG6).

A. Célula infectada donde se aprecia una gran vacuola
parasitofora conteniendo esporas maduras y formas evolutivas.
B. Detalle de A presentando un meronte (Me) y un
esporoblasto (Eb). C. Esporas vacias. D. Espora madura,

donde se observa un solo nicleo y un tubo polar con 7 vueltas

dispuestas en una hilera caracteristica del género Encephalitozoon.

También se observa la vacuola posterior (Vp). E. Espora madura
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Figura E.4.4 Caracterizacién inmunolégica y molecular del aislado EHVS-9%6.

A: gel de agarosa mostrando los productos amplificados a partir del DNA extraido de los
diferentes cultivos del aislado, usando iniciadores especificos para £. bieneusi (calles 1 a 6)
y E. hellem (calles 7 a 12). Cultivo inicial (calles 1 y 7), cultivo 12 meses (calles 2 y 8);
cultivo 8 meses (calles 3 y 9); cultivo 6 meses (calles 4 y 10); cultivo 4 meses (calles 5 y
11) y cultivo 1 mes (calles 6 y 12). Ay C: contol negativo (Dna extraido de células E6); B
y D: control positivo ( DNA clonado de la region que codifica el RNA de la subunidad
menor ribosomal de E. bieneusi (B) y E. hellem (D).

B: Patron de reconocimiento antigénico mediante western blot usando suero policlonal de
conejo anti-E. hellem frente a extractos proteicos de esporas procedentes de cultivo el
células E6 del aislado EHVS-96 (calle 2) y de aislados de referencia: £. hellem (calle 1), E.
cuniculi (calle 3) y E. intestinalis (calle 4). La calle 5 corresponde a un extracto de células
E6.El aislado EFIVS-96 presenta una banda de aproximadamente 25 Kda ausente en el

aislado homologo de referencia (flecha).

95




Estudio 4
A
Nu A
ff:* TR .N‘E:'
: [\ * go = B
* IO o P~ :
o .0 ®
g - % A
®c . o4
v ‘ 5 X

Figura E4.5. Célula E6 parasitada por microsporidios.

Se observa una vacuola parasitofora tipica con esporas maduras en su interior.
Esporas maduras y esporoblastos en contacto directo con el citoplasma aparecen

sefialados con un asterisco. Las flechas indican Ia presencia de formas proliferativas
en proceso de degeneracion.
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Figura E4.6. Microscopia electrénica de transmisién del aislado EHVS-96 en cultivo
de células E6.
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Figura E6.6. (continuacioén).

A: Célula presentando esporoblastos y esporas compatibles morfologicamente con

Encephalitozbon spp. libres en su citoplasma. Junto a ellas se observan secciones

longitudinales y transversales de tubos polares (flechas) también libres en el citoplasma .
B: Esporoblasto mostrando en seccion transversal un tubo polar con 6 vueltas dispuesto en
doble hilera (flechas).

C: esporas teratoides.

D: estadios esporogénicos anormales o en proceso de degeneracion en los que se aprecian
tubos polares con las caracteristicas descritas en B (flechas).

E, F y G: esporas maduras conteniendo tubos polares con la disposicion descrita en B. En

el interior de una de las esporas (F) se observa un aparato de extrusion doble.
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éARACTERIZACION MICROSCOPICA, INMUNOLOGICA Y MOLECULAR DE
MICROSPORIDIOS EN HECES HUMANAS Y DE ANIMALES PROCEDENTES
DEL ESTADO DE PUEBLA (MEJICO).

Objetivo
Identificar a nivel de especie, los microsporidios detectados en muestras fecales

procedentes de humanos y diferentes animales.

Materiales y Métodos
Muestras fecales.

Sesenta y cuatro muestras de heces fueron seleccionadas a partir de un estudio
epidemiologico realizado en dos localidades rurales del estado de Puebla (Méjico)
(Enriquez y col., en prensa). Las muestras habian sido conservadas en formalina al 10%
durante un periodo entre 6 y 9 meses y en el momento de iniciar el estudio, fueron
concentradas con etil-acetato, resuspendidas con dicromato potésico al 2.5% y almacenadas
a 4°C hasta su andlisis. Todas ellas contenian esporas de microsporidios que habian
reaccionado positivamente al ser analizadas mediante inmunofluorescencia indirecta
usando un anticuerpo monoclonal (AcMc) denominado 3B6. Este AcMc reconoce epitopos
presentes en la exospora de microsporidios pertenecientes al género FEncephalitozoon
(Enriquez y col., 1997b).

Microscopia éptica (MO).

En primer lugar las muestras fueron tefiidas mediante el método de quick-hot Gram-
chromotrope, descrito en el estudio experimental 1.para estudio microscopico (apéndice,
pag. IV).

Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Seguidamente las muestras se procesaron mediante IFI (apéndice, pag. VII), usando
sueros policlonales anti-. cuniculi (CDC:V282), anti-E. hellem (CDC:0291:V213) y anti-
L. intestinalis (CDC: V297) obtenidos ‘de conejos inmunizados con esporas de
microsporidios aislados de pacientes VIH + (Apéndice, pag. VIII). Las esporas se

visualizaron mediante un microscopio de epifluorescencia a 400 aumentos.
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Reaccion en cadena por la polimerasa (PCR).

Por ultimo, las muestras fueron sometidas a procedimientos de extraccion y
purificacion de DNA y analizadas mediante PCR usando iniciadores especificos para E.
cuniculi, E. hellem, E. intestinalis y E. bieneusi (apéndice, pag. XV). Se analizaron
diferentes volumenes (10, 1y 0,1 pl) de cada muestra con el proposito de detectar muestras
con baja concentracion de DNA de microsporidios. La presencia de inhibidores de la PCR
fue monitorizada adicionando 0,1 ng de DNA clonado correspondiente a la region que
codifica el SSU-rRNA de cada especie de microsporidio ensayada. Los productos de
amplificacién, fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa y tincién con
bromuro de etidio (apéndice, pag. XVII).

Microscopia electrénica de transmisién (MET).

Tres muestras con carga parasitaria alta, procedentes de una vaca, un cerdo y una

cabra fieron seleccionadas para MET y procesadas con los métodos habituales (apéndice,

pag. V).

Resultados
MO.

El examen microscopico tras tincién, demostrd en todas las muestras, la presencia
de esporas de microsporidios con una longitud aproximada de 1.5 a 2.0 yum (Figura E5.1 A,
B, C, D y E). Adicionalmente, un segundo tipo de esporas, morfologicamente distintas y de
mayores dimensiones fueron observadas en las muestras de aves. Este hecho habia sido
previamente constatado mediante el método de IFI usando el AcMc 3B6. Es importante
resaltar la presencia de grupos de esporas en el interior de células epiteliales en las heces de
varias especies de mamiferos (hombre, cerdo, vaca cabra, perro y burro) (Figura E5.1 A B,
EyF).
MET.
La microscopia electronica de transmision mostrd en las heces de los tres animales
estudiados, esporas sugestivas de género Encephalitozoon. El examen de la muestra
procedente de la cabra, revel6 la presencia de células epiteliales degeneradas, conteniendo
en su interior - diferentes estadios evolutivos del parasitc. En una de esas células

(probablemente un enterocito), se pudo reconocer claramente una vacuola parasitofora
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conteniendo esporas maduras e inmaduras (Figura E5.2A). Las esporas contenian un tubo

polar con 5 a 7 wvueltas dispuestas un una sola hilera. El tamafio y los hallazgos
ultraestructurales son consistentes con los descritos para los miembros de género
Encephalitozoon (Figura E5.2E). En las heces del cerdo, solo se observaron esporas vacias
(Figura E5.2B). En las heces de la vaca, se observaron numerosas esporas maduras con
idénticas caracteristicas morfologicas a las esporas presentes en las heces de la cabra
(Figura E5.2D), junto a esporas vacias y tubos polares extruidos (Figura E5.2C), indicando
que las esporas habian descargado su contenido en las heces. En esta muestra se
identificaron también, células epiteliales conteniendo vacuolas parasitoforas intactas con
estadios evolutivos en su interior (Figura E5.3A). Alguna de estas células parecia presentar,

ademds, esporas libres en su citoplasma con caracteristicas ultraestructurales sugestivas de
E. bieneusi (Figura E5.3B).
IFL

Ninguna de las muestras reaccioné con el suero anti-£. hellem. Tres de ellas
presentaron esporas reconocidas por el suero anti-E. cumiculi. Sin embargo, 32 de las
muestras contenian esporas fluorescentes (Figura ES.1 F, G, H ¢ I), cuando fueron
ensayadas con el suero anti-E. intestinalis. (Tabla E5).

PCR.

Ninguna de las muestras mostro amplificacion mediante los iniciadores especificos
para £. cuniculi o E. hellem Un fragmento de DNA de 520 pares de bases, diagnostico de
E. intestinalis fue amplificado en 18 de las 32 muestras positivas en el método de IFI
usando el suero anti-F. infestinalis (Tabla ES5, Figura E5.4 A). En 8 de las muestras
procedentes de animales (2 cerdos, 2 vacas, 1 cabra, 1 gato, 1 pavo y 1 poilo) se observa
amplificacion de un fragmento de DNA de 607 pares de bases empleando los iniciadores
para L. bieneusi (Figura ES.4 B). La muestra procedente de una vaca que habia sido
seleccionada para MET (Figuras E5.2 y E5.3), mostré tras PCR, productos de amplificacién
especificos usando iniciadores tanto de . intestinalis como de £ bieneusi (Figura ES.4 Ay
B). Este resultado fue observado en otros 3 animales (2 cerdos, 1 cabra), indicando 1a
ocurrencia en los mismos de infeccion concomitante por ambas especies.

La presencia de inhibidores de la PCR fue observada en 10 muestras que

necesitaron de una etapa de purificacion adicional. Un ejemplo de ello se muestra en la




e
R

=

Estudio 5

figura E5.4.C. En la muestra procedente de una cabra (calles 1 a 4), se observan productos
de amplificacion especificos de E. infestinalis usando 10 y 1 ul de extracto fecal (calles 1y
2, respectivamente) pero no se observa amplificacion al usar un volumen de 0,1 pl (calle 3).
La reaccién es mas eficiente, usando un volumen de 1 pl que un volumen de 10 pl,
probablemente debido a la presencia de inhibidores de la PCR. La calle 4, corresponde a
esta muestra adicionada de DNA clonado. La presencia de inhibidores de la PCR, es mas

evidente en una muestra procedente de un burro (calles 5 a 8). No se aprecia amplificacion

_ al emplear 10 ul del extracto de DNA fecal (calle 5), ni en la muestra adicionada de DNA

clonado (calle 8). Sin embargo, se obtuvo amplificacion con 1 pl (calle 6) y la sefial fue
mas intensa con 0,1 ul (calle 7), indicando dilucién de los inhibidores. En esta figura

también se presenta, una muestra negativa, sin inhibidores (calles 9 a 12).

Tabla ES. Identificacion de E. intestinalis

Muestras Numero (positivas) IFI positivas PCR positivas
Cabra 2(2) 2 2
Gato 6(0) r -
Pavo 10(0) - -
Cerdo 8(7 # S
Vaca 6(5) 5 4
Pollo 11(0) . -
Perro 5(4) 1
Burro 3(2) 2 1
Hombre 13(12) 12 5
TOTAL 64 (32) 32 18

Discusion.

Las fuentes de infeccion de los microsporidios patdgenos para el hombre,
particularmente E. infestinalis, y los modos de transmision permanecen inciertos. Personas
o animales infectados con microsporidios, eliminan esporas al ambiente por las heces,
orina, y secreciones respiratorias, siendo, posiblemente una fuente de infeccion. Los datos

epidemioldgicos que disponemos son limitados y hay escasos estudios que indiquen el
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potencial reservorio animal de las especies de microsporidios que infectan al hombre (£,
bieneusi, . hellem y E. cuniculiy (Desplazes y col., 1996; Didier y col, 1995a; Black y
col., 1997; Mansfield y col., 1997).

La infeccién debida a E. cuniculi es actualmente considerada una zoonosis (Desplazes y
col., 1996; Didier y col., 1996b). Hay descritas tres diferentes cepas de E. cuniculi
(denominadas canina, ratdn y conejo) identificadas mediante analisis de los antigenos de la
espora por western blot, mediante amplificacion aleatoria de fragmentos polimorficos de
DNA vy deteccion de diferencias en la regién intergénica del DNA ribosomal. Las cepas
canina y de conejo han sido identificadas en tres y seis pacientes infectados,
respectivamente (Desplazes y col., 1996; Didier y col., 1996b; Weber y col,, '1997). Sin
embargo, solo existe una comunicacion demostrando la infeccion por E. hellem en pajaros.
(Black y col, 1997) En este estudio, la identificacién de especie se realizd mediante
southern blot utilizando una secuencia de oligonucledtidos especifica de este microsporidio.
La presencia de L. bieneusi ha sido descrita, por primera vez, en las heces de cerdos
mediante PCR (Desplazes y col., 1996).

En el presente estudio demostramos, mediante la tincion de “quick-hot Gram
chromotrope” la presencia de esporas de microsporidios en 51 muestras de animales y en
13 de humanos inmunocompetentes originarias de dos poblaciones rurales de Mgéjico
Central. Sin embargo, aunque el AcMc 3B6 reconocié las esporas observadas en las
muestras procedentes de aves, éstas eran de mayores dimensiones que las observadas en las
muestras de mamiferos. Este hallazgo no sorprende, ya que, el AcMc 3B6 también
reconoce microsporidios parasitos de insectos (Enriquez y col., 1997b). Esporas de
Encephalitozoon spp. fueron identificadas en las heces del 7,8% de individuos que viven en
las dos comunidades estudiadas (Enriquez y col., en prensa).

La observacion mediante microscopia electronica de esporas tipicas de Encephalitozoon
spp., junto a otras sugestivas de F. bieneusi, nos motivé a identificar mediante técnicas
especie-especificas (IF1 y PCR), las especies observadas.

Se identificaron esporas de E. infestinalis usando suero policlonal de conejo anti-L.
intestinalis en 32 hospedadores humanos y animales. Es mas, en las muestras procedentes
de 18 de cllos, se consiguid confirmar la presencia de esta especie mediante amplificacion

de DNA usando iniciadores especie-especificos (Da Silva 1997a). También mediante PCR
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se detect6d la presencia de DNA de E. bieneusi (Da Silva et al., 1997b) en las muestras
fecales de 8 animales, siendo que 4 de ellos presentaban infeccién mixta por ambas
especies. Los resultados obtenidos mediante el suero anti-£. cuniculi (3 muestras positivas),
no pudieron ser confirmados mediante métodos moleculares, por lo que no podemos emitir
conclusiones al respecto. Dos razones pueden explicar este resultado: a) Baja concentracion
de DNA en la muestra por degradacion espontanea del mismo y/o debido a la conservacion
de las muestras en formol y b), reactividad cruzada del suero anti-E. cuniculi empleado con
las esporas pertenecientes a otra especie de microsporidio.

No sabemos si la presencia de esporas de E. infestinalis y E. bieneusi libres en las heces
de estos animales puede significar colonizacién/infeccién por el pardsito o simplemente
transito de las mismas por su aparato digestivo. Sin embargo, la presencia de esporas y
estadios evolutivos de microsporidios en el interior de células epiteliales encontradas en
heces de estos animales sugiere que estos sirven como hospedadores de estas especies de
microsporidios. Esta es la primera vez que se identifica E. intestinalis en hospedadores no
humanos y la segunda que detecta . bieneusi en animales. Nuestros resultados muestran
que los animales portadores F. infestinalis y E. bieneusi, eliminan esporas al ambiente.
Ahora bien, estos hallazgos, no demuestran si los animales representan una fuente de
infeccion para el hombre, ya sea por via oral en forma de comida o agua contaminada o por
via aérea. La transmision oral de microsporidios ha sido documentada en experimentacidén
animal (Canning y Lom 1986, Tzipori y col., 1997) y ademas, dos comunicaciones previas
en pacientes con sida, sugieren que £. cuniculi fue adquirido por esta via (Franzen y col.
1995¢c, Weber v col., 1997). La posibilidad de transmision mediante aerosoles, ha sido
también sospechada mediante hallazgos histopatologicos en pacientes con sida e infeccion
diseminada por E. hellem (Schwartz y col, 1992; Schwartz y col, 1993b) y
Encephalitozoon sp. (Mertens y col., 1997). Posteriores estudios serdn necesarios para
demostrar si E. intestinalis presenta el mismo comportamiento |

Es importante, en este punto enfatizar que la aplicacion de la técnica de PCR en el
analisis de muestras fecales debe realizarse con precaucion para evitar la interpretacion de
resultados falsos negativos. La concentracién de DNA parasitario puede ser baja, y en esos
casos, la amplificacion se observara cuando se utilicen para la reaccion grandes volimenes

de muestra. Por otro lado, la presencia en determinadas muestras de inhibidores de la PCR,
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solo permite una adecuada amplificacion cuando éstas estan mas diluidas. (Da Silva y col.
1697b; Ommbruck y col., 1997). En este estudio, ensayamos todas las muestras usando tres
diluciones y control interno de la misma, a fin de garantizar la interpretacién de los
resultados. El criterio utilizado para considerar una muestra negativa, implico la ausencia
de amplificacion el todas las diluciones junto con una amplificacién de intensidad igual al
control positivo en la muestra adicionada de DNA clonado.

Entre las especies de microsporidios que infectan al hombre , E. intestinalis es sin
duda la segunda en importancia tras £. bieneusi (Weber y col., 1994a; Schwartz y Bryan,
1997). Esta especie posee la capacidad de diseminar causando infeccién en diferentes
organos y tejidos. La evidencia de la presencia de estas especies en otros animales, puede
servir de soporte para futuras investigaciones con el objetivo de conocer: la distribuciéon de
la especie en otros animales y la localizacion del parasito en sus 6rganos y tejidos, el
potencial papel patdégeno en determinados casos y las diferentes vias de excrecion del
parasito al medio ambiente,

Entre los animales estudiados, unicamente los mamiferos excretan esporas de £
intestinalis por las heces. Una vez demostrada la presencia de E. infestinalis en animales
domésticos (perro y burro) y de E. intestinalis y/o E. bieneusi en animales utilizados para el
consumo humano (cerdo, vaca, cabra, pollo y pavo), es importante definir si las infecciones
por L. imtestinalis en ellos se presentan de forma diseminada v si es as{, cuales son los
organos diana de la infeccion.

El mantenimiento en cultivo de £. bieneusi no ha sido aun logrado (Visvesvara y col,,
1995b). Sin embargo, el cultivo in vitro de cepas de E. infestinalis aisladas de animales,
seria de gran importancia para definir nuevos marcadores moleculares que permitan realizar
estudios epidemiolégicos mas detallados. Todo ello contribuira en beneficio de la poblacion
de riesgo y permitird implantar medidas profilacticas adecuadas en el caso de que sea

probado que la infeccion por E. intestinalis es una zoonosis.
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Figura ES.1. Métodos de microscopia dptica empleados em la deteccion de esporas de

microsporidios en heces procedentes de humanos y animales.

A-E: tincién de Gram-chromotrope. F-I: inmunofluorescencia indirecta con suero anti-£.
intestinalis. A: cabra (400x); B: perro (1000x); C: cerdo; D: vaca (1000x); E: burro (400x);
F: humano (1000x); G: vaca (400x); H: humano (1000x); I: cerdo (400x). Se observan
cadenas de esporoblastos (GeI) y esporas en el interior de celulas epiteliales (A, B, Ey F).

En una de las células epiteliales (A) se aprecia nitidamente una vacuola parasitofora
(flecha).
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Figura E5.2. Microscopia electrénica de transmisién mostrando la ultraestructura de

microsporidios presentes en heces de una cabra, un cerdo y una vaca.

A: célula epitelial degenerada presente en las heces de una cabra. Se observa el nicleo (Nu)
preservado, incluyendo el nucleolo y la membrana nuclear. En el citoplasma degenerado se
distingue una vacuola parasitofora (flechas), conteniendo distintas formas evolutivas:
esporonte (Ep), esporoblasto (Eb) y esporas maduras (Em) compatibles con las del género
Lincephalitozoon. No se aprecian septos entre las esporas, pero es posible que esas

estructuras hayan degenerado en la célula necrotica al su paso por las heces.
B: esporas vacias (Ev) de microsporidios observadas en las heces de un cerdo.

C: tubos polares de microsporidios extruidos en las heces de una vaca. Las caracteristicas

ultraestructurales se visualizan nitidamente en las secciones transversales de los mismos.
D: espora madura de microsporidio observada en las heces de una vaca.

E: seccién transversal de una espora madura de microsporidio presente en heces de cabra,

ilustrando la exospora (Ex), la endospora (En) y un tubo polar con siete vueltas (1 a 7).
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Figura ES5.3. Ultraestructura de células
epiteliales parasitadas por microsporidios
presentes en las heces de una vaca.

A: se observa una vacuola parasitofora intacta
(flechas) con un meronte (Me) y esporas maduras
en su interior, junto a microsporidios libres en el
citoplasma. B: tubo polar con 6-7 vueltas
dispuestas en doble hilera (flecha) en un
esporoblasto
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Figura E5.4. Analisis en gel de agarosa de los productos de amplificaciéon tras PCR de

extractos fecales usando iniciadores especie-especificos de microsporidios.
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Figura 'E5.4. Anilisis en gel de agarosa de los productos de amplificacién tras PCR de
extractos fecales usando iniciadores especie-especificos de microsporidios.

Figura E5.4 (continuacion).

A: Gel de agarosa que muestra los productos de la PCR usando iniciadores especificos de .
intestinalis. Calles 1 a 6: muestras fecales de mamiferos. Vaca (callel), cerdo (calle 2), cabra
(calle 3), hombre (calle 4), perro (calle 5) y burro (calle 6). N: control negativo. P: control
positivo. Los niimeros a la derecha de ios geles indican ¢l tamafio de los fragmentos de DNA

en pares de bases.

B: Gel de agarosa que muestra los productos de la PCR usando iniciadores especificos de
E.bieneusi. Calles 1 a 5: muestras fecales de mamiferos y aves. Vaca (calle 1), cerdo (calle 2),
gato (calle 3), pavo (calle 4) y pollo (calle 5). N: control negativo. P: control positivo Los
nimeros a la derecha de los geles indican el tamafio de los fragmentos de DNA en pares de

bases,

C: Gel de agarosa que muestra los productos de la PCR usando diferentes concentraciones de
DNA purificado de heces. Calle 1 a 4: heces de burro. Calles 5 a 8: heces de cerdo. Calles 9 a
12: heces de pollo. Calles 1,5 y 9 (10 ul); calles 2,6 v 10 (1 pl); calles 3,7 y 11 (0,1 ub); calles
4, 8 y 12, controles de las muestras (10 ul de las respectivas muestras mas 10 ul de DNA
purificado conteniendo 0,1 ng de DNA clonado correspondiente a la regién que codifica el
SSU-rRNA de E. intestinalis. Los nimeros a la derecha de los geles indican el tamafio de los

fragmentos de DNA en pares de bases.
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Conclusiones

CONCLUSIONES.

1. Modificamos el método de tincién de Gram-chromotrope, permitiendo reducir el

tiempo de coloracion a tan sélo 5 minutos y lo denominamos “quick-hot” Gram-

chromotrope. Este método permite realizar la deteccion de microsporidios en tan

solo 5 minutos, stendo de gran utilidad en el diagnostico parasitologico. Hemos

evaluado su eficacia en muestras clinicas de diversas procedencias, y demostrado su

utilidad en cortes de tejidos inciuidos en parafina al permitir la observacion de las

caracteristicas morfoldgicas de los mismos.

Desarrollamos y evaluamos un método de extracion de DNA en muestras fecales,

seguido de reaccidon en cadena por la polimerasa, usando iniciadores especie-

especificos de F. bieneusi y E. intestinalis.

Los resultados obtenidos permitieron:

a)

b)

Determinar el efecto que causa la fijacion con formalina al 10% de las
muestras fecales en el diagndstico molecular de las microsporidiosis
intestinales. Nuestros datos revelan que los efectos nocivos de la fijacion,
son progresivos en funcion del tiempo. El rendimiento del método descrito,
no se vio afectado durante los primeros 10 dias, descendid a
aproximadamente el 50% en las muestras fijadas por un periodo entre 6 y 12
meses y fue nulo en muestras conservadas durante mas de dos afios.
Controlar la presencia de inhibidores de la PCR en cada una de las muestras
ensayadas, mediante el uso de controles internos. Este procedimiento elimina
la emision de resultados falsos negativos y permite cuantificar la eficacia del
método de extraccion en la reduccidon de los inhibidores, obteniéndose un
rendimiento del 84,3 % sin necesidad de purificacién adicional..

Identificar las especies de microsporidios presentes en las muestras fecales
humanas y de animales analizadas, comprobando la utilidad del método tanto
con fines diagndsticos en patologia humana, como en el estudio

epidemiologico conducido para detectar animales portadores, reservorios

potenciales, de las especies que infectan al hombre.
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3. Determinamos mediante inmunofluorescencia indirecta, la sensibilidad vy

especificidad de un suero policlonal de conejo anti-E. intestinalis y la aplicacion del

mismo en la deteccion de esta especie en muestras fecales procedentes de pacientes
con diarrea cronica. Los resultados obtenidos mostraron, en la serie estudiada una
prevalencia de infeccion por esta especie del 18,3 % y permitid la deteccion de
infecciones mixtas (£. bieneusi y E. intfestinalis) en el 5,7 % de los pacientes que

presentaban microsporidios en las heces.

Aislamos en cultivo e identificamos un microsporidio procedente de un paciente con
sida y neumonia, que fallecié antes de llegar al diagnéstico de la infeccion.
Demostramos mediante metodos microscopicos, inmunolégicos v moleculares la
presencia en cultivo de E. hellem, siendo éste el primer caso descrito en nuestro
pais. Mantenemos la sospecha del aislamiento y desarrollo simultaneo en el cultivo

de £. bieneusi y continuamos intentando confirmar esta suposicion.

Demostramos la presencia de microsporidios en individuos inmunocompetentes y en
algunos de sus animales domésticos, tras estudiar sus muestras fecales mediante
microscopia electronica, inmunofluorescencia indirecta y reaccion en cadena por la
polimerasa. Los resultados obtenidos confirman la presencia de £ bieneusi en cerdos
y, por primera vez, en otros animales (vaca, cabra, gato, pavo y pollo). Finalmente,
es ésta la primera ocasion en que la especie E. infestinalis es caracterizada en
hospedadores no humanos (cerdo, vaca, cabra, perro y burro). El hallazgo de
estadios de desarrollo del parasito en el interior de células epiteliales presentes en
las heces, fundamenta la conviceidn de que las infecciones por microsporidios sean,

realmente, una zoonosis.
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Apéndice

A. MICROSCOPIA OPTICA

A.1l. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

A.1.1. Preparar una extension fina de la muestra (heces, saliva, orina, esputo, sobrenadantes

de cultivo celular etc.) y dejar secar al aire.

A.1.2. Fijar la extension por calor (3x 1 segundo sobre la llama de un mechero Bunsen o 5

minutos sobre una placa de calor a 60°C). Dejar enfriar a temperatura ambiente antes de

proceder a tefiir. Alternativamente se puede fijar también cubriendo la extensién con

alcohol metilico durante 5 minutos.

A.1.3. Para procesar cortes de tejido fijados con formalina e incluidos en parafina,

desparafinizar antes de proceder a tefiir, segun el siguiente protocolo:

Xilol 30 minutos
Xilol-Etanol 100% (v/v) 10 minutos
Etanol 100% 10 minutos
Etanol 90% 10 minutos
Etanol 70% 10 minutos
Agua destilada 10 minutos

A.2. SOLUCIONES UTILIZADAS EN LOS METODOS DE TINCION

Solucion de chromotrope (Modificado por Weber y col., 1992a).

Chromotrope 2R®* 6.0g

Fast Green 0.15¢g
Acido fosfotingstico 070 g
Acido acético glacial 3.0 ml
Agua destilada q.s.p. 100mi

* Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA
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Preparacion: mezclar los reactivos (excepto el agua destilada), durante 30 minutos. Tras

obtener una buena homogeneizacion de los colorantes, afiadir el agua destilada poco & poco

hasta conseguir una solubilizacién completa. No es necesario filtrar.

Solucién de chromotrope (Modificado por Moura y col., 1996).

Chromotrope 2R®
Fast Green

Acido fosfotingstico
Acido acético glacial

Agua destilada q.s.p.
Solucion alcohol-4dcido

Alcohol etilico 90%

Acido acético glacial
Solucidon de cristal violeta

Cristal violeta

Oxalato amonico

Metanol

Agua destilada q.8.p.

Solucion de lugol

Cristales de iodo

Loduro potésico

Agua destilada q.s.p.

10g
0.15¢
025¢
3 ml
100 mi

995.5 ml
4.5ml

05¢g
08¢
20 mi
100 mli

033¢g
0.66 ¢
100 mi
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Solucion decolorante

Acetona 50 ml

Alcohol etilico 95% 50 ml

A.3. METODOS DE TINCION

A.3.1. Tincién con marcadores fluorescentes (Didier y col, 1995b)

1.- Dispensar sobre la muestra una solucién de Calcofluor-White® (Sigma Chemical w

Co., 8t. Louis, MO, USA) al 1% en PBS 0.001 M, pH 7.6.

2.- Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en lugar oscuro.
3.- Lavar con PBS 0.001 M, pH 7.6 durante 5 minutos (3 veces).

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

5.- Lavar con PBS 0.001 M, pH 7.6 durante 5 minutos (3 veces).

0.~ Dejar secar y montar.

7.- Examinar en un microscopio de fluorescencia (longitud de onda de 320-380 nm}.

“A.3.1. Tincién de chromothrope (Weber y col., 1992a)

Teiiir con la solucién de chromotrope durante 90 minutos,
Decolorar con alcohol-acido durante 1 a 3 segundos.
Deshidratar con alcohol etilico 95% durante 5 minutos.
Deshidratar con alcohol etilico absoluto durante 10 minutos.

Clarificar dos veces con xilol durante 10 minutos.

A A R

Dejar secar y montar con Cytosel 60® (Stephens Scientific) o similar.

i
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A.3.3. Tincién de gram-chromothrope (Moura y col., 1996)

A. Realizar una tincién de Gram (excepto la contracoloracién con safranina).
1. Tefir las extensiones en violeta de genciana durante 30 segundos.
Lavar el exceso de colorante con agua.
Introducir las extensiones en una solucion de Lugol durante 30 segundos.

Retirar el exceso de lugol por arrastre con una solucién decolorante .

A

Lavar con agua para retirar el exceso de la solucién decolorante,

B. Realizar una tincién de chromotrope. |

1. Sumergir la extension en chromotrope caliente (50°-55° C), al menos 1 minuto,

Decolorar con alcohol acido durante 1 a 3 segundos.

2

3. Deshidratar con alcohol etilico 95% durante 30 segundos.

4. Deshidratar dos veces (30 segundos cada vez) con alcohol etilico 100%.
5

Dejar secar y montar con Cytosel 60 ® (Stephens Scientific) o similar.

NOTA: En cortes histoldgicos, incrementar el tiempo de tincion en los tres colorantes, en
30 segundos.

B. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

B.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los medio de cultivo procedente de los frascos con celulas HLF o E6, fueron
decantados, y centrifugados. El sedimento fue resuspendido con PBS y nuevamente
centrifugado en las condiciones descritas anteriormente. Despues de tres lavados el

sedimento fue resuspendido con fijador para MET (ver més adelante).

B.2. PREPARACION DE REACTIVOS

Trabajar siempre en campana de gases (reactivos toxicos),

v
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B.2.1. Fijador para MET (Formaldehide 4%-Glutaraldehido 1%)

NaH,PO4.H,0 58¢
NaOH 135¢g
40% Formaldehido 50 ml
50% Glutaraldehido 10 mt
Agua desionizada q.s.p. 500 ml

La osmolaridad final debe ser de 176 mosmol y el pH 7.2.

Conservar a 4°C, 3-6 meses.

B.2.2. Tampon fosfato

NaH;PO, H,0 58¢g
NaOH 135¢
Agua desionizada q.s.p. 500 ml

La osmolaridad debe ser 176 mosmol y el pH 7.2 Conservar a 4C (3 meses).

B.2.3. Tetraéxido de osmio 1% en tampén collidina-HC1 0.1 M
Preparar las soluciones:

A. Solucion de OsQg4al 2%
Dispensar 2 g de OsO4 en 100 ml de agua desionizada en una botella de
cristal ambar. Colocar en la botella un agitador magnético v agitar en
campana durante varias horas hasta la disolucion del OsQ4. Guardar la

solucién en una segunda botella de vidrio y conservar a 4°C.

B. Tampén Collidina-HC] 0.2 M
Usar reactivos del kit Polysciences. Afiadir el contenido (5.34 ml) del vial de
s-collidina a 100 ml de agua desionizada. Colocar un agitador magnético y agitar

unos minutos. Afiadir el contenido del vial de IIC1 1 N vy agitar durante unos

minutos. Afiadir agua desionizada hasta un volumen de 200 ml. La osmolaridad

debe ser 220 mosmol y el pH 7.3,
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B. Solucién de trabajo
Mezclar las soluciones A y B (v/v) en botella de vidrio &mbar. Colocar Ia botella

en el interior de otra y conservar a 4°C.
B.2.4. Medio Maraglas-Epoxy 732
Maraglas Epoxy Resin 72 ml

B.3. PREPARACION DE LOS BLOQUES

1. Lavar las muestras durante 15 minutos con tampoén fosfato (dos veces).

2. Fyar con OsOy al 1% en tampon collidina~-HCI durante 1 hora (a 4°C o a
temperatura ambiente).
Lavar con etanol al 70% durante 15 minutos. _
Lavar con etanol al 95% durante 15 minutos. .
Lavar con etanol absoluto durante 15 minutos (dos veces).

Lavar con 6xido de propileno durante 15 minutos (dos veces).

e A

Introducir Ia muestra en una solucion 1:1 de 6xido de propileno y Maraglas
durante 30 minutos.

8. Introducir la muestra en Maraglas durante 3-6 horas a temperatura ambiente.
9. Colocar la muestra en capsulas para ME.

10. Incubar las capsulas a 60°C durante 18-24 horas.

B.3. TINCION DE CONTRASTE

B.3.1. Preparacion de las soluciones.
a) Acetato de uranilo:
Acetato de uranilo 5g
Etanol al 70% 50 mi

Se puede conservar despucs de filtrado hasta un mes a 4°C en frasco limpio y

tapado.
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b) Citrato de plomo:

Citrato de plomo 0,16 g
Agua 50 ml
NaOH 10N unas gotas hasta aclarar la solucion.

Se puede conservar hasta un mes a 4°C en matraz aforado muy limpio y tapado.

B.3.2. Método de tincién.
1.

Dispensar sobre la rejilla {a solucién de acetato de uranilo. Dejar tefiir

entre 3 y 5 minutos (en la oscuridad).

Lavar con agua. Dar unos 10 pases a cada rejilla. Repetir la operacion.

Retirar el exceso de agua secando cada rejilla con papel de filtro. '

Dispensar sobre la rejilla la solucién de citrato de plomo. Dejar tefiir i
durante 3 minutos. |
Repettr el punto 2.

Secar las rejillas sobre papel de filtro durante un minimo de 10 minutos

antes de proceder a su observacion.

C. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

C.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Se utilizaron portas para inmunofluorecencia con 12 pocillos cada uno. En cada
pocillo se aplicaron 5 ul de cada muestra, se fijaron a 37°C durante 2 horas. Los portas se

mantuvieron a —20°C hasta el momento de su uso.

C.2. REACTIVOS

C.2.1. Selucién salina tamponada (PBS)

Fosfato sodico dibasico 0.01 M/ Fosfato sédico monobasico 0.01 M, CINa 0.15 M. pH 7.2

Preparar las soluciones:

A,

NaH,PO, . H;O 1.3799 g
NaCl 8.766 g
Agua desionizada q.s.p. 1000 mli

Vi1
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B. NagH_PO4 . 7H20 2.6807 g
NaCl 8706 g
Agua destilada q.5.p. 1000 ml.

Mezclar las soluciones A y B ( aproximadamente 5 partes de la solucién A y 6

partes de la solucion B) hasta que el pH sea 7.2.

.2.2. Antisueros utilizados

Suero policlonal de conejo anti-E. hellem (CDC; 0291: V213).

Suero policlonal de conejo anti-F. cuniculi (CDC: V282).

Suero policlonal de conejo anti-E.intestinalis (CDC: V297).

C.2.3. Conjugado

Suero policlonal de cabra anti-conejo (Ig G, M) conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (Cappel, Westchester, PA, US), diluido (1:800) en PBS con azul de
Evans al 0,2 % (p/v).

C.2.4. Solucién de montaje con alcohol polivinilico (PVA 1I)

1.

Mezclar gradualmente 2.4 g de Alcohol polivinilico (PVA, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) en 6 ml de glicerol (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), evitando la formacion de burbujas.

Afiadir 6 ml de agua destilada vy dejar reposar a temperatura ambiente varias
horas.

Afiadir 12 ml de tampon Tris 0.2 M, pH 8.5, mezclar y calentar a 50°C durante
10 minutos agitando ocasionalmente.

Cuando el PVA este disuelto, clarificar mediante centrifugaciéon a 5.000 g (15
minutos).

Afiadir 1,4-diazabiciclo-[2.2.2.] octano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) a una concentracion final del 2.5%. Alicuotar en tubos de polipropileno y

guardar a —20°C.

VILI
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C.3..METODO

1
2
3
4
5.
6
7
8

Dispensar 5 ul de anticuerpo especifico (dilucién 1:400) en cada pocillo.
Incubar en camara hiimeda a 37°C durante 30 minutos.

Lavar con PBS 0.001M, pH 7,6 durante 10 minutos (3 veces).

Dejar secar.

Dispensar 5 pl de conjugado (dilucion 1:800) en cada pocillo.

Incubar en camara himeda a 37C durante 30 minutos.

Lavar con PBS 0.001M, pH 7,6 durante 10 minutos (3 veces).

Dejar secar y montar con alcohol polivinilico (PVA 1I}

D. ENSAYO INMUNOENZIMATICO SOBRE MEMBRANA DE

NITROCELULOSA (WESTERN BLOT) (Tsang y col., 1991).

D.1. PREPARACION DE LA MUESTRA
Esporas de los aislados: E. hellem (CDC: 0291: V213); E. cuniculi (CDC: V282)y

E. intestinalis (CDC: V297), fueron periodicamente colectadas de los respectivos cultivos

celulares. Para ello los sobrenadantes del cultivo fueron centrifugados a 2000 g durante 20

minutos a 4°C. El sedimento fue dispersado en 10 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) al

0.25% e incubado a 37°C durante 20 minutos. Tras otra centrifugaciéon como la descrita

anteriormente el sedimento fue lavado tres veces en solucion salina balanceada de Hank

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Las esporas se contaron en hemocitometro.

D.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 5-22.5% (SDS-PAGE)

D.2.1. Preparacion del antigeno

En primer lugar se realizo una extraccion de las proteinas de las esporas. Para ello,

10® esporas suspendidas en tampon de extraccién conteniendo SDS al 2% y B-

mercaptoetanol al 5% y expuestas a 100°C durante 5 minutos.

Entre 1y 10 mg de proteinas fueron aplicados por calle y separados mediante electroforesis

en gradiente de acrilamida del 5 al 22,5%.
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D.2.2: Preparacion de reactivos
Tampon del gel inferior

Disolver 205.6 g de Tris (Schwarz-Mann, Inc., Spring Valley, NY, USA) en 950 ml

de agua desionizada y ajustar el pH a 9.18 con HCI concentrado. Afiadir agua hasta un

volumen final de 1000 ml, filtrar con un filtro de 0.2 mm y conservar a 4°C.

Tampodn de la camara inferior

Diluir el tampdn del gel inferior 1:4 con agua desionizada. Guardar a 4°C.

Tampon del gel superior

Disolver 2.62 g de Tris en 90 ml de agua desionizada y ajustar el pH a 6.14 con
H,SO; 2M. Afiadir agua hasta alcanzar un volumen final de 100 ml. Guardar a 4°C.

Tampén de la camara superior
Disolver 2.47 g de acido borico y 4,92 g de Tris en agua desionizada. Afadir 10 ml

de SDS al 10% y completar con agua hasta un volumen de 1000 ml. El pH de esta solucion

suele ser 8.64. Guardar a 4°C.

Solucion de acrilamida para el gel de resolucion (40%7T:1%C [ratio de acrilamida y bis]).

Disolver 40 g de mondémeros de acrilamida y 1 g de N,N’-metileno-bisacrilamida, en 65 ml
de agua desionizada hirviendo. Dejar enfriar la solucion a temperatura ambiente y afladir
agua hasta completar un volumen de 100 ml Filtrar (tamafio de poro: 0.2 pum). Esta

solucion puede usarse durante un mes pero nunca el dia que fue preparada. Guardar en un

recipiente de cristal y mantener a 4°C.

Solucién de acrilamida para el gel de empillamiento (12%T:1.2%C)

Disolver 3.0 g de acrilamida y 0.3 g de N,N’-metileno-bisacrilamida en 15 ml de
agua desionizada hirviendo. Dejar enfriar la solucion a temperatura ambiente y afiadir agua
hasta completar un volumen de 25 ml. Filtrar (tamafio de poro: 0.2 um). Esta solucion

puede usarse durante un mes pero nunca el dia que fue preparada. Guardar en un recipiente

de cristal y mantener a 4°C.
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Solucion de persulfato de amonio (PSA)

Pesar 33 mg de persulfato de amonio en un tubo de plastico. Afiadir 6.0 ml de agua
desionizada desgasificada para obtener una concentracion final de 5.5 mg/ml. Mezclar bien,
Preparar esta solucion en el momento de preparar el gel de resolucion. Esta solucion diluida

1:5 en agua puede utilizarse para el gel de apilamiento.

Solucion de TEMED (NN, N’ N’-tetrametiletilenodediamina).

Pipetear 5.55 ml de agua desionizada degasificada en un tubo de vidrio. Afiadir 450
ml de TEMED y mezclar con la pipeta. Preparar en el dia de uso. Para el gel espaciador,

diluir la solucién anterior con agua (1:4).

|
Solucion de isobutanol
Mezclar 700 ml de isobutanol y 300 ml de agua desionizada. Agitar durante 5 a 6
horas. Dejar en reposo hasta que el agua y el isobutanol se separen en dos fases. Usar la
fase de isobutanol.
D.2.3. Preparacién del gel
Preparar separadamente las siguientes soluciones: L
Gel 5% Gel 22.5% i
Agua desionizada 46.6 ml 12.6 ml
Tampon cimara inferior 20.0 ml 20.0 ml 1
Acrilamida sol resolucion 10,0 m] 45.0 ml : i

Preparar soluciones de TEMED vy de persulfato de amonio

EE

Mezclar bien las cuatro soluciones y dejar en camara degasificante durante 15

minutos.
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Preparacion de gel de resolucion:

Retirar las soluciones de la camara degasificadora. Colocar las soluciones de
acrilamida en placas agitadoras y agitar lentamente evitando la aireacién de las mismas.

Afiadir primero el TEMED y seguidamente el PSA a cada solucion:

3% 22.5%
TEMED 1.2 ml 1.2 ml
PSA 2.0 ml 0.8 ml

Dispensar cuidadosamente las soluciones en un mezclador de gradiente (Pharmacia
GM1) y preparar el gel. Cuando aproximadamente la tercera parte de gel esté formada,

dispensar I ml de isobutanol y continuar dispensando la acrilamida hasta que la capa de

isobutanol se encuentre a 1 cm del tope. Dejar el gel polimerizando durante 2 horas y retirar

el isobutanol.

Preparar el gel espaciador:

Primero secar el area con un papel de filtro. Limpiar el peine de Teflon con etanol al 95%.
Insertarlo hasta 5 mm antes del gel de resolucion y asegurarse que permanece centrado.

Mezclar las siguientes soluciones en el orden citado:

Tampon gel superior 2 mi
Acrilamida gel espaciador 2ml
TEMED (150 ml/7.85 ml) 2 ml
PSA (img/ml) 2 ml

Mezclar bien con una pipeta y cargar en una jeringa de 10 ml.

Dispensar la solucion hasta llenar el 4rea de apilamiento. Dejar polimerizar durante

15 minutos. Retirar el peine y lavar la parte superior del gel con agua desionizada.

Electroforésis

Colocar el gel en la cuba de electroforésis y dispensar los respectivos tampones en

SUS camaras.

Aplicar Iml/mm de antigeno en el gel de apilamiento y el patron de peso molecular.
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Conectar Ia camara de electroforésis a la fuente de alimentacion y someter el gel a
electroforésis, el gel de apilamiento a 10 mA, fijando un maximo de 25 watios por gel.

Una vez las proteinas hayan entrado en el gel, aumentar la potencia a 25 mA.

Mantener un circuito refrigerado para mantener la temperatura proxima a 4°C

durante la electroforésis. Cuando el frente alcance el final del gel desconectar la fuente.

D.3. ELECTROTRANSFERENCIA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA

D.3.1. Reactivos:

Tampdn de transferencia

Afiadir a 2 litros de tampon de la camara inferior, 800 ml de metanol

absoluto y 1200 ml de agua desionizada. Mezclar y mantener a 4°C

Solucidon salina tamponada (PBS)

Ver pagina VI1

Solucidon de PBS-Tween (0.3% Tween)

Dispensar 3 ml de Tween 20 (polyoxyethylene sorbitan monolaurate, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 1 litro de PBS. Afiadir el Tween lentamente, usando
una jeringa con aguja de 14 g. Mantener el PBS en agitacién mientras se adiciona el Tween.

Preparar diariamente.

D.3.2. Método
Tras la electroforésis las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
con un tamafio de poro de 0.20 mm (Schleicher and Schuell, Inc., Keene, NH, USA)

sumergidas durante 5 minutos en tampon de transferencia
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D.4. Ensayo inmunoenzimatico sobre membrana de nitrocelulosa

D.4.1. Reactivos

Tampdn de PBS-Tween-Leche desnatada (PBS-Tween-L.D)

Afiadir 5 g de leche desnatada en polvo a 100 ml de PBS-Tween y mezclar agitando

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Preparar diariamente.

Antisuero

Antisuero policlonal de conejo anti-F. hellem (CDC: 0291 V213)

Conjugado

Antisuero de cabra marcada anti IgG de conejo marcado con peroxidasa (Cappel,

Westchester, PA, USA) diluido 1:1000 en una solucion de PBS con leche desnatada al 5%.

Solucién de sustrato (DAB)

Afiadir 50 mg de 3,3’-diaminobencidina (3,3’-diaminobenzidine tetrabydrochloride
dihydrate [DABY) (Aldrich Chemical Co.) y 10 ml de agua oxigenada al 30% en 100 ml de
PBS, pH 7.2. Preparar la solucion diariamente. Es importante usar el agua oxigenada de la
mayor pureza (con concentracién de plomo de 0.01 ppm o menor), conservarla a 4°C y

reemplazarla cada 6 meses.

D.4.2. Método

1. Diluir el suero anti-£. hellem en tampon PBS-Tween-LD a la dilucion 1:500.

2. Colocar las tiras de nitrocelulosa en la camara de incubacion.

3. Dispensar el suero anti-E. hellem diluido e incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion .

4. Lavar las tiras una vez con PBS-Tween calentado a 50°C, seguidamente realizar 3
lavados mas con PBS-Tween a temperatura ambiente. El tiempo de cada lavado es de 5
minutos.

5. Dispensar el anticuerpo marcado con peroxidasa previamente diluido en tampon

PBS-Tween-LD e incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante.
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6. Lavar las tiras durante 5 minutos con PBS-Tween. Repetir la operacion 4 veces.

Realizar dos lavados adicionales usando Gnicamente PBS.

7. Retirar el PBS y dispensar la soluciéon de sustrato (DAB). Las bandas reactivas

apareceran a los 10 minutos.
8. Parar Ia reaccion enzimatica lavando las tiras 10 veces con agua desionizada.

Colocar las tiras boca arriba en un papel de filtro y protegidas de la luz directa y dejar

Secar.

E. REACCION EN CADENA POR LA POLIMERASA (PCR)

E.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Las muestras deben ser procesadas inmediatamente a su obtencion o conservadas el
menor tiempo posible a 4°C o congeladas a —80°C. En caso de necesidad se pueden
conservar el etanol absoluto (v/v) o en dicromato potasico al 5% (v/v) a 4°C. Las heces

conservadas en formalina al 10%, deben conservarse a 4°C y ser procesadas lo mas

rapidamente posible.

E.2. EXTRACCION DE DNA DE MUESTRAS FECALES.

Las muestras con consistencia blanda a solida, fueron suspendidas en 3 volumenes
de tampén fostato-salina (0.01 mol/L; pH 7.2) conteniendo una concentracion 1 mmol/i de
acido etilenodiaminatetraacético (PBS-EDTA) y una alicuota de 500 pl fue separada para
extraccion de DNA. El mismo volumen fue tomado directamente en las muestras con
consistencia acuosa.

Las muestras fueron centrifugadas a 14000 g y resuspendidas en 1 m} de PBS-
EDTA, este procedimiento se repiti6 3 veces a 4°C (en las muestras mantenidas en
formalina se realizaron previamente, dos lavados con etanol absoluto en las condiciones
descritas).

El sedimento del altimo lavado fue resuspendido en 300 pl de tampon de digestion
conteniendo 7gi1mol/l de Tris-HCI, Ph 8.5, 1 mmol/l EDTA y 1% de lauryl alcohol
polieter (Lauj;eth 12®, PPG Industries Inc, GurneeIll, USA). Cuando el sedimento fue

demasiado denso y dificil de suspender se afiadieron 200 nl adicionales de tampon de

XV
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digestion. Seguidamente se afiadié Proteinasa K (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA)
a la concentracion final de 1 mg/ml y finalmente se adicionaron 0.1 g de perlas de vidrio
(Sigma G-9139, Glass beads, Trimethylsilyl-silanized, 140-270 mesh, Sigma Chemical Co)
por cada 0.1 ml de muestra.

La suspension se agitd 4 veces durante 2.5 min cada vez, en un agitador (Biospec
Products, Bartlesville, Okla, USA) a maxima velocidad. Las muestras se enfriaron entre las
agitaciones, manteniéndolas en un bafio de hielo durante 5 min.

Finalmente las muestras fueron centrifugadas para sedimentar las perlas de vidrio, y
el sobrenadante fue transferido a un tubo limpio. Se afiadid de nuevo proteinasa K a la
concentracion final de 1 mg/ml, y el material fue incubado a 55°C hasta el dia siguiente.

Las muestras se incubaron a 95°C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K y

posteriormente fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

E.3. PURIFICACION DE DNA PARA PCR

El DNA fue purificado de los extractos de heces usando el RapidPrep Micro
Genomic Isolation Kit for Cells and Tissue (Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ, USA).
El extracto de heces fue centrifugado a 14000 g durante 1 minuto y 100 ml del
sobrenadante fue procesado siguiendo las instrucciones del fabricante, comenzando por ¢l
procedimiento B de dicho manual. Tras eluir el DNA fue precipitado con isopropanol y

resuspendido en 50 ml de tampon tris-EDTA y conservado a 4°C hasta su uso.

E.4. REACCION EN CADENA POR LA POLIMERASA

E.4.1. Reactivos
Master mix
Se emplearon los reactivos de Perkin Elmer GeneAmp PCR Reagent Kit ( Perkin
Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) con la siguiente variacion:
La master mix pe?/l reaccion fue;
Primer I ' 1.0 ul
Primer R’ 1.0l

Tampén 10x° 50ul
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DT? 1.0 pl
DG’ 1.0 pl
DC? 1.0l
DA? 1.0 pl

Agua desionizada 28.75 ul
TAQ polimerasa4 0.25 ul
Volumen final 40 pl

1. Los iniciadores se prepararon a una concentracion aproximada de 0.1 mg/ml;
resultando una concentracidn final de 2 ng/ml , entre 0,2 v 0,5 mM en 50 ml de
reaccion.

2. Tampon Perkin Elmer 10x: Tris-HCI 100mM, KCI 15 mM, MgCl, 15 nM,
0.01% de gelatina.

3. Deoxinuclettidos trifostatados Perkin Elmer: 10 mM.

4. AmpliTaq polimerasa Perkin Elmer: 5U/ul

Tniciadores

Se utilizaron iniciadores especificos de F. bieneusi (EBIEF/EBIER) (Da Silva y
col., 1996), L. intestinalis (SINTR/SINTF) (Da Silva y col, 1997a), E. cuniculi
(ECUNF/ECUNR) (Visvesvara y col., 1994) y E. hellem (EHELF/EHELR) (Visvesvara y

col.,, 1994). Todos ellos a una concentracion de 1 pg/ml.
A continuacion 10 pl de cada muestra y respectivos controles se afiadia a la mezcla
de reaccion obteniendo un volumen final de 50 pl.
Las reacciones se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9600

F.4.2. Condiciones de fccién

(Perkin Elmer i\Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), en sistema de

microplaca sin necesidad de usar aceite mineral.
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Las condiciones de reaccion establecidas fueron de 35 ciclos y las temperaturas
empleadas para las etapas de desnaturalizacién, anillamiento y elongamiento fueron

de 94, 55 y 72°C respectivamente.

E.4.3. Electroforésis en gel de agarosa

A diez pl de cada producto de amplificacion se afiadieron de 2 ul de colorante
trazador: Orange G al 1% (Mallinckrodt, Paris, Francia) en Ficoll 400 al 25% (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). El volumen resultante se aplicd a un gel de agarosa al
2% (SeaKem GTG, FMC Bioproducts, Rockland, ME, USA), en tampon Tris 0.1M, acido
bérico 0.09M, EDTA 0.001M, pH 8.4 (GibcoBRL, Gathersburg, MD, USA). La
electroforesis se realizd a 10-11 volts/cm, hasta que el colorante alcanzase el final del gel.

Un patron de 100 pares de bases (GibcoBRL, Gathersburg, MD, USA) se incluy6 en cada

electroforesis,

E.4.4. Visualizacion del producto amplificado

Tras la electroforésis, el gel se incubd en una soluciéon conteniendo 1 mg/ml de
bromuro de etidio (GibcoBRL, Gathersburg, MD, USA) en tampén Tris 0.1M, acido borico
0.09M, EDTA 0.001M, pH 8.4 (GibcoBRL, Gathersburg, MD, USA) durante 15 minutos.
Tras dos lavados de 10 minutos cada uno en el tampdn referido, se visualizo bajo luz

ultravioleta.




En altibajas elucubraciones nosologicas, el doctor Friladio exquimid
con certeza factores genético-culsurales, y acorrald al evolvente masqueno,
transmellando al eluyente masgro etiogénico.

-i Transcumises miodermalis cambrinensis, jclaro esta!- Exclamé en
silencio.- Roca volcanica, desnutricion, ambiente hiimedo. ..

Escondid su excitante deliberacion en las compuertas de sus
neuronas, después de la larga disernancia, y justificd la imperceptible
remiracion, a los ojos de su paciente, con una explicacién que rebasaba la
comprension de Elémina.

-Helmintos meniscopicos, ectoparasitos de moho tropical, que en
condiciones favorables procuran en humanos una localizada infeccién
semioportunista y cronicante en, paraddjicamente, zonas hipotérmicas
superficiales,-explicéd a Elomina.

Ella asenté positivamente, expresando en su tez una obvia duda al no
haber entendido ninguna palabra con excepcion de “infeccion”. El doctor
Frilardo le imprecé que no se preocupara, ya que la cura era sencilla y casi
inmediata. Elomina se tranquilizd, mientras que el anderete continuaba
balanceando sus piernas colgantes e inspeccionaba el consultorio con la
lejania de sus ojos. El médico prepard los asquendices quirfirgicos, y en
pocos minutos procedié a la exsarcion entre los gritos del nifio en pavuco
entremar. La carquinde apustulosa que drenaba de la incisién no era un
problema de colinante diseminacién, ya que era un tumor quistico sin
infeccion y el doctor ya habia tomado la precaucién de preinyectarlo con un
preparado de microcilico de vernel rojo con distemio sulfatico. Con dos
asguejes cerrd la herida y la Gltima de sus consultas.

Javier Enriquez Serralde
\ Las primas segundas. Plaza y Valdés, México.
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