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RESUMEN

El Phylum Microsporidia es considerado un pa-
tégeno oportunista, capaz de producir desde una
infeccion localizada hasta una infeccion sistémica.
Enterocytozoon bieneusi fue la primera especie
identificada en Haiti en el afio 1985 en pacientes
VIH - SIDA con diarrea acuosa excesiva, desde en-
tonces, es el mas comun de los Microsporidios que
se presenta en los seres humanos. Posteriormente
se identifica a Septata intestinalis, actualmente cla-
sificado en el género Encephalytozoon intestinalis,
siendo la segunda especie causante de diarreas
diseminadas. Por otro lado, es necesario comentar
que los métodos rapidos y sencillos por microsco-
pia 6ptica, no son suficiente para dar el diagnéstico
diferencial de los dos géneros, por lo tanto, es in-
dispensable usar métodos como anticuerpos mo-
noclonales por Inmunofluorescencia, biologia mo-
lecular a través de la técnica reaccion en cadena
de la Polimerasa (PCR), y microscopia electrénica
de transmision, cabe mencionar que los laborato-
rios de rutina no los pueden realizar por los altos
costos de las pruebas y equipamiento. El objetivo
de este trabajo fue realizar una revision bibliografi-
ca de la prevalencia de Enterocytozoon bieneusi y
Encephalytozoon intestinalis, epidemiologia, diag-
nostico, tratamiento y prevencion.

Palabras clave: Enterocytozoon bieneusi, En-
cephalytozoon intestinalis, anticuerpos monoclo-
nales, inmunofluorescencia, biologia molecular,
microscopia electrénica de transmision, epidemio-
logia.

ABSTRACT

Phylum Microsporidia is considered an oppor-
tunistic pathogen capable of producing from a lo-
calized infection to a systemic infection. Enterocy-
tozoon bieneusi was the first species identified in
Haiti in 1985 in HIV-AIDS patients with excessive
watery diarrhea, since then it is the most common
Microsporidia occurring in humans. Later, Septata
intestinalis was identified and is currently classified
in the genus Encephalytozoon intestinalis, being
the second species causing disseminated diarrhea.
On the other hand, it is necessary to comment that
fast and simple methods by optical microscopy are
not enough to give the differential diagnosis of the
two genera, therefore, it is essential to use methods
such as monoclonal antibodies by Immunofluores-
cence, molecular biology through the Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique, and transmission
electron microscopy, it is worth mentioning that rou-
tine laboratories cannot perform them due to the
high costs of tests and equipment. The objective
of this work was to carry out a bibliographic review
of the prevalence of Enterocytozoon bieneusi and
Encephalytozoon intestinalis, epidemiology, diag-
nosis, treatment and prevention.

Keywords: Enterocytozoon bieneusi, Encepha-
lytozoon intestinalis, monoclonal antibodies, immu-
nofluorescence, molecular biology, transmission
electron microscopy, epidemiology.
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INTRODUCCION

Los Microsporidios son parasitos obligados no
poseen mitocondrias, centriolos, aparto de Golgi y
cuenta con un RNA de tipo procariota al inicio se lo
ubico en el grupo de los protozoos, pero a través
del tiempo con estudios genéticos, estructurales y
metabdlicos se reclasificaron en el reino Fungi, Filo:
Zygomyceta, Clase: Microsporidia, Subclase: Diha-
plophasea y Haplophasea.

Hasta el momento se han descrito mas de 1.700
especies que afectan a animales vertebrados e
invertebrados, ademas ciertas especies atacan a
las personas inmunodeprimidas, receptores de 6r-
ganos y pacientes que han recibido quimioterapia
inmunosupresora. (Neil A, Camphell J., 2017) (Han
et al., 2021)

El CDC de Atlanta describe alrededor de 15
especies de Microsporidios patdgenos para el ser
humano: Ancalia algarae, Ancalia connori, An-
calia vesicularum, Encephalytozoon intestinalis,
Encephalytozoon hellem, Encephalytozoon cu-
niculi, Enterocytozoon bieneusi, Microsporidium
ceylonensis, Microsporidium africanum, Nosema
ocularum, Pleistophora ronneafiei, Trachipleisto-
phora hominis, Trachipleistophora anthropophthera,
Vittaforma corneae y Tubuli nosema acridophagus
y endoreticulatus. (CDC, 2019)

El primer caso de microsporidium se identifico
en 1959 por Matsubyashi y colaboradores, quienes
aislaron en muestra de liquido cefalorraquideo en
un nifo de 9 afios con encefalitis. (Fernandez et
al., 2002)

Los géneros Enterocytozoon bieneusi y En-
cephalytozoon intestinalis afectan al tracto gastroin-
testinal actian como microorganismos oportunistas
con énfasis en pacientes con VIH-SIDA vy trasplan-
tados, siendo importante la diferencia de género
para fines terapéuticos, es necesario sefalar que la
diseminacion extra intestinal puede lesionar otros
oérganos como , rinones, corazon, tracto respira-
torio, higado y cerebro, se trasmiten por via oral
causando calambres abdominales, diarrea, malab-
sorcién y pérdida de peso diarrea, malabsorcion y
pérdida de peso en pacientes con sida. (Ghoshal et
al., 2016) (Han & Weiss, 2017)

Cabe mencionar que Enterocytozoon bieneusi
es el género mas comun e infecta al 90% de hu-
manos y Encephalytozoon intestinalis al 10%, alte-
rando y disminuyendo la capacidad inmunoldgica y
son presa facil de cualquier infeccion oportunista,
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asi como infecciones diarreicas agudas y croni-
cas siendo el blanco perfecto de microorganismos
oportunistas que pueden llevarlos a la muerte, otro
parametro importante del laboratorio clinico es el
recuento de linfocitos CD4+ que se encuentran en
un nivel inferior a 100 células/mm3. (Noda et al.,
2013)

Enterocytozoon bieneusi fue la primera especie
identificada en Haiti en el ano 1985 en pacientes
VIH - SIDA con diarrea acuosa excesiva, es un pa-
tégeno emergente en el trasplante de 6rganos soli-
dos, principalmente en los receptores de trasplante
renal. (Bedoya et al., 2008) (Moniot et al., 2021) y
posteriormente se observé en muestras de cerdo,
animales, salvajes, domésticos y de granja, asi
como en aguas superficiales, se han detectado en
236 especies de animales,

Se considera que la transmisién zoondtica es
la principal fuente de infeccion y puede ocurrir por
contacto directo con animales, con saneamiento
inadecuado, o indirectamente por la ingestidon de
agua o alimentos contaminados con estos micror-
ganismos. (Kwon et al., 2021)

Encephalitozoon intestinalis conocido como
Septata intestinalis se aisl6 en paciente colombiano
con diarrea croénica en cultivo celular (mono capas
de células). (Bedoya et al., 2008) (Da Silva et al.,
1997) (T. Van Gool et al., 1994)

Este hongo infecta y se desarrolla dentro de los
macrofagos intestinales, propagandose la infeccion
desde el intestino a otros 6rganos, posiblemente
responsable de infecciones oculares y hepaticas.
(de Moura et al., 2019) (E. S. Didier & Weiss, 2006)
La via de trasmision es fecal-oral, oral-oral, inhala-
cion de aerosoles, agua y alimentos contaminados,
contacto directo con piel u ojos lesionados y trans-
mision sexual. (Halanova et al., 2019)

Se han notificado casos de Microsporidios a ni-
vel mundial que fluctuan entre el 3.5% al 50% de
casos, en Alemania, Argentina, Australia, Botswa-
na, Brasil, Canada, Espafia, los Estados Unidos
de América, Francia, India, Italia, Japdén, Nueva
Zelandia, los Paises Bajos, el Reino Unido, la Re-
publica Checa, Sri Lanka, Suecia, Suiza, Tailandia,
Uganda, Zambia, Venezuela, Colombia, Ecuador.
(Chacin-Bonilla et al., 2006) (Pazmifo et al., 2014)
(Bedoya et al., 2008) (OPS/OMS, 2003)

El diagndstico de laboratorio para Microsporidios
requiere perseverancia, porque las esporas son tan
pequenas que resulta dificil su identificacion. En la
actualidad se procesan muestras de tejidos, heces,
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fluidos corporales, escarificada corneal y posterior-
mente por microscopia se observan las esporas.

Existen diferentes métodos para identificar Mi-
crosporidios como Tincién de Gram Chromotropo
rapido, Tricromica modificada de Weber y Tricrémi-
ca de Rayan de alta sensibilidad y especificidad,
el método de inmunofluorescencia, Microscopia
de Barrido, Microscopia de transmision, Western
Blot y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Considerado por el Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC) como los métodos de re-
ferencia para la identificacion de Microsporidios.
(Acha & Szyfres, 2001a) (Winn et al., 2008)

Enterocytozoon bieneusi

Es el mas significativo de todos, produce pato-
logias en el hombre se identificd por primera vez
por Desportes en 1985 en pacientes con VHI.SIDA.
Las esporas de este microorganismo son capaces
de infectar a diferentes hospedadores desde pro-
tistas a mamiferos incluido el hombre, se ubica en
los enterocitos del intestino delgado, causando un
sindrome diarreico cronico o enfermedad biliar en
pacientes inmunodeficientes se ha encontrado en
el epitelio nasal, bronquial, y traqueal.

La espora es de forma ovalada con capacidad
infectante y puede permanecer por largo tiempo en
el medio ambiente ingresa al huésped e inyecta en
el citoplasma su esporoplasma adhiriéndose a los
tejidos, su tamafio es de 2 a 4 micras, tiene una
exospora proteinica electro densa y una endospora
quitinosa y electro lucido confiriéndole resistencia
a los factores ambientales, tiene ademas un es-
poroplasto uni o binuclear, el cual, es inyectado a
la célula huésped a través del filamento polar que
posee de 5 a 7 espiras, dispuestas en doble hile-
ra y se lo identifica dentro de los enterocitos de la
pared del intestino del hombre. (Romero Cabello,
2018),(Moncada & Pérez, 1998) (Fresnadillo et al.,
2010)(Han et al., 2020)

Encephalytozoon intestinalis

Es la segunda especie que, ocasiona diarrea
afectando principalmente a pacientes inmunode-
primidos con VIH-SIDA, ademas, puede ocasionar
una enteritis severa, presenta mala absorcion e
infecciones generalizadas. Denominado anterior-
mente como Septata intestinalis y reclasificado
como Encephalytozoon intestinalis en base a los
estudios genéticos e inmunoldgicos, sus células se
caracterizan por tener de uno a cuatro nucleos, se

desarrollan en el enterocito dentro de una vacuola
parasitofora, separado por dos septos en estado
esporogonica, las esporas miden de 1.2 a 2 micras
y el filamento polar presenta de 4 a 7 vueltas.

Este género infecta las células epiteliales, endo-
teliales, células presentadoras de antigenos como
las células dendriticas y de Langerhans, macroéfa-
gos del intestino. Fibroblastos, en el higado infecta
las células de Kupffer, y se disemina a los rinones
ocasionado una nefritis tubulo intersticial que se
presenta con dolor de espalda, disuria y hematuria,
puede diseminarse al epitelio del tracto respiratorio
causante de infecciones oculares, hepaticas quera-
titis, meningoencefalitis y miositis. (Romero Cabe-
llo, 2018) (Murray et al., 2021)

Hospedadores

Tiene un amplio reservorio tanto en vertebrados
como invertebrados y se encuentra distribuida en
todo el mundo, existen diferentes animales domés-
ticos y salvajes que pueden infectarse con Micros-
poridios de importancia médica. Enterocytozoon
bieneusi generalmente se considera un parasito
humano, pero se ha identificado en cerdos, prima-
tes, ganado, gatos, perros, tejon europeo, gardufia
y zorro rojo, pollos y palomas, peces y otros mami-
feros, se transmite a humanos por contacto directo
fecal-oral, oral-oral, inhalacion e ingestion de espo-
ras. (Murray et al., 2021)(Ilvarado G. et al., 2009)

Algunas, de estas cepas derivadas de animales
se pueden presentar como genotipos zoonaticos.
E. intestinalis casi nunca se identifica en animales
diferentes al ser humanos.

No se ha informado en la actualidad de otras
especies de Microsporidios infecten al hombre no
se ha identificado ningun reservorio animal para el
género Vittaforma corneae. Pleistophora spp. se
encuentran en peces y reptiles, pero la forma de las
esporas en estas especies es similar con la de las
especies que ocasionan infecciones humanas (P.
ronneafiei). Tubuli nosema acridophagus, Trachi-
pleistophora spp. Y Anncaliia algerae estan ligados
con parasitos de insectos conocidos, sin embargo,
la importancia de los insectos en la transmision no
es esta despejada para la ciencia e investigacion.
(CDC, 2019)(Velasquez et al., 1996)(Santin et al.,

2018)(Vergneau-Grosset & Larrat, 2015)



Ciclo Evolutivo de Enterocytozoon bieneusi
y Encephalytozoon intestinalis

El hombre se ha infectado por Microsporidios a
través de un traumatismo o por contacto directo.
Existen estudios que evidencian que se ha tomado
como patron de estudio los animales de laboratorio
inoculandoles Microsporidios a nivel intraperitoneal,
intravenosa, intrarectal, intratraqueal e intracere-
bral (Gémez Puerta, 2013) (Shadduck & Orenstein,
1993; Snowden et al., 1998; Weber et al., 1994)

Se multiplican por merogonia (division binaria) y
por esporogonia (produccion de esporas), presen-
tando tres fases: fase de infeccion, fase de mero-
gonia y fase de esporogonia. (Madrid et al., 2012)
(Moncada & Pérez, 1998)

Fase de Infeccion: El inicio de la infeccion de-
pende de la via de transmision, que se produce en
las células epiteliales del tracto gastrointestinal o
respiratorio Una vez ingerida la espora, se adapta
en el ambiente gastrointestinal y condiciones de Ph
adecuado, concentracion de iones calcio y presion,
pueden multiplicarse e invadir a la célula hospedera
por el tubulo polar extruido e inyectar el esporoplas-
ma infectivo en el citoplasma de la célula blanco.
(Bigliardi & Sacchi, 2001; Delbac & Polonais, 2008;
Caspar Franzen, 2004)
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Después del contacto de la espora con la mem-
brana celular inicia el proceso de endocitosis de la
espora y el ingreso del esporoplasma del fago liso-
soma maduro a través del tubulo polar, se presenta
la infeccion secundaria en la vacuola parasitofora,
asi como en Encephalytozoon spp., que puede re-
plicarse dentro de los macréfagos o desde el cito-
plasma de una célula a otra cercana y a través del
tubulo polar extruido se produce la fagocitosis. (C.
Franzen, 2008)

Las infecciones primarias por E. bieneusi se dan
en las células endoteliales del intestino delgado y
de la vesicular biliar, las esporas maduras son libe-
radas al lumen intestinal y eliminadas en las heces
de los hospederos. (D. Kotler & Orenstein, 1999; D.
P. Kotler & Orenstein, 1998) Las esporas maduras
de E. bieneusi poseen un solo nucleo, contienen
un filamento polar que se enrolla aproximadamente
seis veces en una alineacion de dos hileras, y son
los mas pequefios de los Microsporidios, midien-
do aproximadamente 1,0 x 1,5 micras (Figura. 1)
(Desportes et al., 1985)(Neil A., Camphell J., 2017)
(Contreras, 2006)
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Figura 1. Diferentes mecanismos de invasion de la célula hospedadora por esporas de Microsporidios
Fuente: Tomado y modificado de Franzen (2008)

Fase de Merogonia: Llamada esquizogonia es
la fase vegetativa , una vez que ingresa a la célu-
la, el esporoplasma que es expulsado por el tubulo
polar inicia la fase de merogonia transformandose
en merontes, tienen forma redonda, elongadas e
irregulares con escaso reticulo endoplasmico no
rugoso rudimentario, el citoplasma esta rodeado

por una membrana plasmatica con escaso reticulo
endoplasmico, los merontes son simples o dobles,
pueden originar células multinucleadas, redondas
refractiles y plasmodiales.

En esta fase de merogonia se reproducen dentro
de las vesiculas parasitéfora desprendiendo nue-
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vas esporas y a través de su filamento polar lle-
gan a otras células, a las que inyectan su material
endoplasmico para infectarlas. E. intestinalis., en lo
seres humanos luego de la fase de merogonia en
las células susceptibles se pueden diseminar por
via sanguinea o linfatica (Botero-Garcés & Monto-
ya-Palacio, 2002) (Romero Cabello, 2018)

Fase de Esporogonia: El proceso de la madu-
racion de las esporas e inicia la esporogonia en el
momento en que los merontes se rodean de una
capa superficial amorfa y se forman los esporontes.
Estos crecen y se multiplican por division binaria o
multiple hasta transformarse en los esporoblastos
que son los precursores de las esporas maduras
resistentes a las condiciones del medio ambiente.
Estas estructuras al ser ingeridas, se adosan al
tejido por medio del filamento polar implantando
los acidos nucleicos y el material citoplasmatico al
nuevo hospedero (Fernandez et al., 2002) (Neil A.,
Camphell J., 2017). (Contreras, 2006) (Vesga et al.,
2015)(Chinchilla et al., 1998)

Epidemiologia de Enterocytozoon bieneusiy
Encephalytozoon intestinalis

La Microsporidiosis humana es universal con un
rango de prevalencia que oscilan entre 3.5% al 50%
dependiendo de la region geografica, es frecuente
en individuos infectados por VIH - SIDA. En estu-
dios realizados en Estados Unidos de Norte Améri-
ca, Australia, Paises Bajos e Inglaterra se ha iden-
tificado Enterocytozoon bieneusi del 15 al 30% en
pacientes con VHI, En Venezuela Enterocytozoon
bieneusi se identificd el 14% en nifios desnutridos
y el 8% en nifos eutréficos. (Acurero et al., 2015)
(Vasquez et al., 1997)

En Argentina la infeccion por E. intestinalis que
afecta al hombre es el 10%. en pacientes con SIDA
y E. bieneusi oscila del 7 al 50%. (Ministerio_de__
Salud_Argentina, 2001)

En los paises en via de desarrollo E, bieneusi
presenta una tasa de prevalencia que oscila entre
el 2.5y 51%, el 0,8% en nifios africanos VIH sero-
negativos. En Colombia, el 3% corresponde a En-
terocytozoon bieneusi y 1% a Encephalytozoon in-
testinalis. En Africa la prevalencia de E. intestinalis
y Encephalytozoon intestinalis varia entre 7 y 51%.
Las tasas de infeccion por Enterocytozoon bieneusi
en Tailandia fueron 2,15%.

Los estudios de Seroprevalencia en Suecia, in-
dicaban rangos de 0 a 42% con altas tasas en ho-
mosexuales y personas con otra etologia parasita-

rias. En un estudio en Francia, encontraron titulos
de anticuerpos contra especies de Encephalitozoon
en 5% en mujeres embarazadas y en Holanda 8%
de donantes de sangre. (Tom Van Gool et al., 1997)
(Ojuromi et al., 2012)(Matos et al., 2012)(Matos et
al., 2012)

Respuesta inmune contra Microsporidium

La respuesta inmune contra E. bieneusi es es-
caso por cuanto existe ausencia de modelos ani-
males apropiados y a lo complejo que es cultivarlo
en tejido.

Los Microsporidios cuando tienen una respuesta
inmune equilibrada pueden subsistir en estado de
latencia en el interior del enterocito por largos perio-
dos de tiempo, sin presentar manifestacién clinica.
En cambio, los pacientes con VHI-SIDA son mas
susceptibles a infecciones oportunistas secunda-
rias como consecuencia de la disminucién de los
linfocitos TCD4+ menor a 100/mm3 en sangre y se
puede aumentar con el uso de antirretroviral de alta
eficacia (TARVAE) (Noda Albelo et al., 2013) es im-
portante mantener fortalecida la respuesta inmune
celular para protegerlo de los diferentes patégenos
que invaden el sistema inmunoldgico.(Marchant,
2006) (Noda Albelo et al., 2013) la infeccién se ac-
tiva con la produccion de anticuerpos que aparen-
temente no tienen un efecto protector. (Moncada &
Pérez, 1998)

Los anticuerpos reconocen la pared de la espora
y el tubo polar (Noda Albelo et al., 2013), se eviden-
cia la funcion de la inmunidad mediada por células
en la resistencia contra la infeccion por Microspo-
ridios al presentar formas graves de la enferme-
dad en pacientes VHI.SIDA vy trasplantados, cabe
mencionar que las especies de Encephalitozoon
spp son capaces de evadir la respuesta inmune
del hospedero sobreviviendo en el interior del ma-
crofago (Moncada & Pérez, 1998)(Marchant, 2006)
(Noda Albelo et al., 2013)

Se han realizado estudios experimentales en
modelos murinos y estudios ex vivo activando-
se las citocinas pro inflamatorias como Interferén
gamma-y (IFN-y), interleukina-12 (IL-12), y tumor
necrosis factor alpha (TNF-alpha) que actuan lu-
chan en la resistencia contra Encephalitozoon spp.
(C. Franzen, 2008; Noda Albelo et al., 2013; Salat &
Braunfuchsova, 2002)



Manifestaciones Clinica y Patogénesis

En Suecia se realiz6 un estudio de cohorte sobre
E. bieneusiy se lo asoci6 con un brote alimentario,
se presume que el proceso de incubacion se llevé a
cabo en 9 dias hasta el inicio de la sintomatologia.
(Decraene et al., 2012)

Las manifestaciones clinicas, se presentan con
diarrea es el principal sintoma , dolor abdominal,
fiebre, pérdida de peso, deshidrataciéon y gases
(flatulencia), la patogénesis a nivel intestinal esta
relacionada con la muerte de los enterocitos por
efecto de la infeccion celular, clinicamente se pre-
senta diarrea y pérdida de peso como consecuen-
cia del dafio, que se produce en el intestino delga-
do, mostrando atrofia parcial de las vellosidades e
hiperplasia de las criptas y malabsorcion (D. Kotler
& Orenstein, 1999) Cabe resaltar que, estos tras-
tornos dependen del estado inmunolégico, edad,
personas inmunodeprimidas, inmunocompetentes,
pacientes geriatricos, trasplantados, cancer y VIH
seropositivos (Lores et al., 2002; Weiss & Becnel,
2014), en el caso de personas inmunocompeten-
tes, la diarrea es auto limitada debido a la funcidn
de proteccion del sistema inmune. (Weiss & Bec-
nel, 2014) No obstante, E. bieneusi, puede disemi-
narse a otros 6rganos como el tracto, respiratorio
produciendo tos, disnea asma y colangitis biliar.
(Veladsquez et al., 2012)

En paises desarrollados la infeccién por este mi-
croorganismo esta disminuyendo debido al uso de
la terapia antirretroviral en inmunodeprimidos, en
cambio en pacientes trasplantados, el numero de
casos se ha incrementado, presentandose la pato-
logia dias o afnos después del trasplante. (Galvan
et al., 2011)

Trasmision

La transmisién de la infeccién por Microsporidios
ocurre tiene diversas formas de trasmitirse a través
de los alimentos en también se incluye la industria
de la cadena alimentaria mundial de peces y crus-
taceos como camarones, langostas, almejas, a tra-
vés del agua potable, incluido el agua del riego de
cultivos, agua de mar, aguas subterraneas, aguas
residuales, las excretas en el medio ambiente y es-
pacios con lodos. (Stentiford et al., 2016)

La transmision vertical de madre a hijo, pero de
animales como conejos, ovejas se ha observado en
conejos, ovejas. Algunos estudios manifiestan que,
existe una la transmisiéon zoondtica a través de ani-
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males que actuan como reservorios. (Fiuza et al.,
2016; Stentiford et al., 2016) Aunque es inusual, la
transmision fecal-oral y aerosoles, también, puede
ocurrir en casos de infeccién en los seres humanos.
(P. J. Didier et al., 2006)

Tratamiento

El tratamiento para E. bieneusi. Es albendazol
400 mg por via oral 2 veces por 21 a 28 dias al
dia en adultos, en nifios 15mg/kg/ 2 veces al dia
durante 7 dias 2 a 4 semanas, de acuerdo al cua-
dro clinico mas el tratamiento antirretroviral eficaz.
(OPS/OMS, 2022)(Pearson, 2020)

Algunos refieren que hay respuesta al albenda-
zol, metronidazol, pero al realizar estudios histolo-
gicos, se evidencia que la infeccion persiste, (Con-
treras, 2006)(Murray et al., 2021) también, utilizan
albendazol, furazolidone, thalidomide, azitrhromy-
cin o atovaquone, que son eficaces dependiendo
del estado del paciente y el compromiso inmuno-
I6gico, Las alternativas terapéuticas, actualmente
tienen mejor perspectiva puesto que existen otro
tipo de hospederos diferentes al humano asi como
macacos y cerdos que pueden utilizarse como es-
tudio piloto en busca de nuevas terapéuticas para
el tratamiento de E. bieneusi.

Ademas, el uso de la terapia de antiretroviral
puede intervenir en la supresion del virus de inmu-
nodeficiencia humana y disminuir la eliminacion de
esporas de E. bieneusi, cabe indicar que, todavia
no existe tratamiento para este microorganismo,
se ha improvisado en muchos casos la accion te-
rapéutica pero existe el riesgo de producir mala ab-
sorcion decreciendo el nivel de los medicamentos
anti-VIH que llegan a la sangre. Es necesario tener
en cuenta en el tratamiento de la Microsporidiosis
tres aspectos importantes: tratar la infeccion, con-
trolar la diarrea y corregir la pérdida de peso, para
evitar la descompensacion del paciente inmunode-
primido. (Contreras, 2006)(Chinchilla et al., 1998)
(Lobos et al., 2005)

El tratamiento que se utiliza para E. intestinalis
es albendazol con dosis recomendada de 60 mg/
dia por 14 dias, con excelente respuesta al trata-
miento y clinicamente en la mayoria de los pacien-
tes desaparece la diarrea y la eliminacién de espo-
ras por heces y orina, ademas se ha comprobado
a través de biopsias del intestino delgado que las
esporas desaparecen en el tejido, existen otros
tratamientos que, aun estan en pruebas, como la
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fumagalina, derivados de imidazoles, entre otros.
(Contreras, 2006) (Koltai & Researcher, 2011) (Ve-
lez, 2005)(MSP, 2012)

Prevencion de microsporidio SIS

Prevencion de la exposicién: Es importante
evitar, el contagio por Microsporidios, por lo tanto, es
primordial el lavado de manos y la higiene personal,
tomar agua hervida o consumir agua embotellada,
lavar las frutas y verduras que se consumen crudas
antes de consumir, cocinar la carne, pescado y ma-
riscos, para disminuir el contagio. Investigaciones
recientes indican que existe la posibilidad de trans-
mision zoondtica o de contaminacion ambiental.

Prevencion de la enfermedad: No se conocen
farmacos quimio profilacticos eficaces contra la Mi-
crosporidiosis. Prevencion de recurrencias: No
se conocen regimenes terapéuticos eficaces para
prevenir la recurrencia de Microsporidiosis. (OMS/
OPS, 2000) (Moran & Ochoa, 2017)(Moncada &
Pérez, 1998)

Métodos de estudio y diagnéstico

El diagndstico de Microsporidios en el laborato-
rio microbiolégico resulta complejo debido al tama-
Ao pequeno de las esporas, los especimenes que
se utilizan para realizar un diagnostico acertado
son: materia fecal, liquido bronco alveolar, biopsia
de vellosidades intestinales y sedimento urinario,
fluido duodenal- yeyunal que se puede obtener por
aspirado coldnico las muestras se pueden procesar
por diferentes métodos con tinciones por micros-
copia 6ptica, sin embargo se requieren técnicas de
microscopia electrénica de transmision para obser-
var las formas ultra estructurales de Microsporidios,
también, son de gran aporte los métodos inmuno
enzimaticos, inmunofluorescencia con blanco de
calco fluor o anticuerpos monoclonales especifi-
cos, las tinciones siendo las mas utilizadas para el
diagnéstico de estos microorganismos. (Winn et al.,
2008) (Acha & Szyfres, 2001b)

Fucsina fenicada y Tricromica modificada por Di-
dier, Weber, Ryan, Gram Chromotropo, hematoxili-
na-eosina, Es importante recalcar que los labora-
torios de menor complejidad pueden pasar por alto
la enfermedad por falta de equipos de tecnologia
de punta que no son facil de adquirir por el cos-
to elevado. Existen en la actualidad otras pruebas
como la técnica de Western Blot y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) considerados por
el Centro para el Control y Prevencion de enferme-

dades (CDC) como los métodos de referencia para
la identificaciéon de Microsporidium. (Lobos et al.,
2005)(Bedoya et al., 2008)

Métodos de tinciones por microscopia optica

Los métodos de tinciones son importantes para
el diagndstico rapido y oportuno en la identificacién
de Microsporidios, pero no son especificas para el
diagnéstico de especies de este microorganismo,
se realiza un frotis de heces y de otras muestras
clinicas a las cuales, se las tinen de acuerdo a la
coloracion que se ajuste a las necesidades de la
investigacion. Actualmente, se usan diferentes téc-
nicas de tincién que estan disponibles para el diag-
nostico de estos microorganismos como la tincion
histolégica de Hematoxilina-Eosina, el proceso se
realiza sobre secciones de tejido fijadas en forma-
lina o parafina, colorante de contraste de Weber,
Ryan, Fascina fenicada y Tricrdmica modificada por
Didier y Gram Chromotropo 2R. (Fernandez Vadi-
llo, 2014)

Técnica de coloraciéon de fucsina fenicada y
Tricromica modificada por Didier

Esta técnica se recomienda para el analisis de
muestras de heces para identificar coccidios y es-
poras de Microsporidium sp. El procedimiento a se-
guir es el siguiente:

* Realizar un frotis, dejar secar y cubrir con
fucsina fenicada de Kinyoun durante 10 mi-
nutos.

* lavar con agua destilada para retirar el colo-
rante.

* Decolorar por 30 segundos con alcohol aci-
do clorhidrico.

» Lavar con agua destilada.

*  Cubrir el frotis con solucién Tricrémica por 30
minutos a 37 °C.

» Lavar con agua destilada.

* Decolorar por 10 segundos con alcohol aci-
do acético.

» Lavar el frotis durante 30 segundos usando
etanol al 95 %.

+ Dejar secar la placa y observar al microsco-
pio con aceite de inmersion en lente de 100x,
la presencia de esporas que miden de 1 a
2,5 um



Control de calidad

Para el control de calidad se utiliza cepas de My-
cobacterium tuberculosis como control positivo se
preparan frotis y se tiflen con los reactivos prepara-
dos para verificar que los microorganismos tomen
el color adecuado (rojo-fucsia). (Gil, 2019)

TINCION DE GRAM CHROMOTROPE 2R

Esta es una tincion alternativa al procedimiento
de tincion Chromotropo, es un método facil, confia-
ble y simple de tefir en un frotis y demostrar la pre-
sencia de esporas de Microsporidios en heces, ori-
na, esputo, saliva, sobrenadante de cultivo celular
y otras muestras clinicas, es importante recalcar,
que para muestras fijadas con formol, o tejido en
blogues de parafina, se debe remover la parafina, e
hidratar la muestra en secuencia de alcoholes has-
ta llegar al agua, para asi tefiirlas con la tincién de
Gram. (Figura. 2)

Reactivos:

1. Tincién de Gram
2. Tincién Chromotropo:

Chromotropo 2R 1049

Verde brillante SF. 0.15¢
Acido fosfottingstico 0.25¢g
Acido acético glacial 3.0 ml

Mezcle los ingredientes y dejar en reposo por 30
minutos, agregar 100 ml de agua destilada. Se debe
Preparar cada mes para tener una tincion fresca.

3. Alcohol acido:

Etanol al 90%
Acido acético glacial
1. Etanol al 95%
2. Etanol al 100%

Importante: Ademas de los reactivos necesa-
rios para la tincion de Gram Chromotropo, se ne-
cesita de un método para calentar los reactivos a
una temperatura especifica, por cuanto la tincion
Chromotropo requiere calentarse, siendo muy util
una platina caliente.

995.5 ml
4.5 ml

PROCEDIMIENTO:

» Calentar el frotis con calor ,3 veces por 1 se-
gundo sobre la llama directa 6 5 minutos en
una platina caliente de 50° a 60°C. Enfriar a
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temperatura ambiente.

» Tenir con el método de tincion de Gram, no
se procesa la tincién de safranina:

+ Colocar solucion de violeta de genciana en
la lamina y dejar en reposo por 30 segundos.
Para muestras de tejido, el tiempo sera de 1
minuto.

* lavar suavemente la lamina con agua para
eliminar la solucion de violeta de genciana.

* Adicionar solucién de yodo Gram en la l[ami-
na y dejar en reposo por 30 segundos. Para
muestras de tejido, el tiempo de 1 minuto.

* Lavar suavemente la lamina con agua para
eliminar la solucion de yodo Gram.

» Agregar alcohol cetona eliminar el exceso de
colorante.

+ Enjuague la laminilla suavemente con agua
fria y retire el exceso de solucion decoloran-
te.

Tincion Chromotropo:

* Coloque la laminilla en la tincion Chromotro-
po caliente (50° a 55°C) por 1 minuto cuan-
do menos. Para muestra de tejidos de tejido
1min con30 segundos.

» Lavar con alcohol-acido al 90% por 3 segun-
dos.

» Lavar con etanol al 95% por 30 segundos.

Lavar con etanol al 100% dos veces, por 30
segundos cada proceso, se requieren dos
recipientes para este paso. Dejar secar la
lamina, colocar el cubreobjetos y sellar con
Cytoseal60, Balsamo de Canada u otro se-
llador.

Para muestras de tejido, es necesario, que an-
tes de montar las laminillas estas sean enjuagadas
brevemente en una solucion de alcohol etilico al
50%, xileno al 50% por 15 segundos.

Control de calidad:

Se debe incluir en cada corrida una laminilla tes-
tigo de Microsporidia conservada en formol al10%.
En muestras fecales u otros especimenes, las leva-
duras, se tefiiran de color violeta oscuro o rojo-ro-
saceo, también se observa en las esporas una cin-
ta prominente en el Ecuador con apariencia de un
cinturdn, diferenciandose con facilidad las esporas
de Microsporidia.(Vila et al., 2009)(Botero-Garcés
& Montoya-Palacio, 2002)(Forbes, 2009)
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Figura 2. Esporas de Microsporidios con Tincion de

Gram Chromotrope 2R
Fuente: Fotografia Pazmifio (2014)

Ensayo por inmunofluorescencia (IFl)

Es una técnica sencilla que permite la observa-
cion de muestras clinicas de manera rapida para
detectar esporas de Microsporidios y otros microor-
ganismos, asi tenemos:

Técnica Blanco de Calcofluor:

Se utiliza fluorescent brightener 28, Uvitex 2A y
Rylux BA. Esta tincion es efectiva para el diagnos-
tico de Microsporidios, ademas el tiempo del proce-
so es corto solo 15 minutos, la desventaja es que
se requiere de un microscopio de inmunofluores-
cencia, ademas, pueden dar falsos positivos con-
fundiendo el microorganismo con otras levaduras o
artefactos.(Noda Albelo et al., 2013)(Cuenca et al.,
2006) (Figura 3)

Figura 3. Esporas de Microsporidios con Tincién Blanco

de Calcofluor
Fuente: Fotografia Pazmifio (2014)

PROCEDIMIENTO

* Realizar un frotis de la muestra, dejar secar,
fijar con metanol por cinco minutos y dejar
secar al aire.

» Agregar la solucion de Calcofluor y dejar por
cinco minutos a temperatura ambiente.

» Lavar con agua de chorro y agregar luego el
colorante de contraste azul de Evans por un
minuto a temperatura ambiente.

* Lavar los portaobjetos con agua y dejar se-
car al aire.

* Observar al microscopio fluorescencia de
1000X con filtro azul violeta a 395 0 415 nm
de longitud de onda.

* Las esporas aparecen de color blanco azu-
loso brillante sobre un fondo negro con filtro
de 465 nm y verde brillante sobre un fondo
negro con filtro de 450- 490 nm.

Control de calidad

+ Se debe incluir en cada corrida un extendi-
do testigo de Microsporidios conservados en
formol al 10%

* Los agentes quimio fluorescentes como el
Calcofluor, son agentes luminiscentes opti-
cos que son sensibles, pero no especificos
hacen fluorescer objetos y otros organismos
que no son Microsporidios dando resultados
inadecuados. (Contreras, 2006)

Ensayo por inmunofluorescencia (IFA)

Los anticuerpos monoclonales son un método
de inmuno deteccion tipo sandwich, en este pro-
ceso el anticuerpo (Ac) de deteccién en el tampdn
se adhiere al antigeno(Ag) presente en la muestra,
formandose de esta manera el complejo Ag-Ac,
posteriormente se traslada a la matriz de nitrocelu-
losa donde es capturado por el Ac que se encuentra
inmovil en la tira de prueba, es importante conocer
que mientras mas Ag se encuentra en la muestra
mas fuerte es el complejo Ag-Ac que se genera, lo-
grando una alta intensidad en la senal de fluores-
cencia en el Ac que se va a detectar, el resultado se
expresa de manera cualitativa positivo o negativo.
Actualmente se distribuyen reactivos de anticuer-
pos monoclonales para la identificacion de Entero-
cytozoon bieneusi y Encephalitozoon intestinalis.
(Alonso et al., 2005)



Métodos inmunoenzimaticos

Se han elaborado ensayos inmunoenzimaticos
para la deteccion de anticuerpos y antigenos en
muestra sanguineas basados en las técnicas de
ELISA, IFl, contra inmnoelectroforésis y Western
Blot, para detectar Enterocytozoon bieneusi y En-
cephalytozoon intestinalis, pero hasta el momento
no se han comercializado, por lo que no existen
estudios certificados que demuestren la confiabili-
dad, sensibilidad y especificidad de estas pruebas
diagndsticas.

Se han desarrollado métodos con anticuerpos
monoclonales y policlonales para la identificacion
de Microsporidios a partir de muestras clinicas.

Métodos moleculares Se utiliza la reaccion en
cadena de la polimerasa, (PCR) de manera rutina-
ria y especifica para el diagnéstico de Enterocyto-
zoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, pue-
de aplicarse sobre muestras de fluidos biolégicos
como heces, orina, aspirado duodenal y material de
biopsia, generalmente solo se procesan en labora-
torios de investigaciéon. (Mena et al., 2021) (Forbes,
2009)(Bornay-Llinares et al., 2000)

Para ambos microorganismos se amplifica el
ADN de las regiones SSU-ARNr (subunidad pe-
quefa del ARN ribosdmico) utilizando cebadores
especificos para Encephalitozoon intestinalis, SIN-
TF 5TTTCGAGTGTAAAGGAGTCGAZ’, cuya po-
sicion en la secuencia es de 362 a 382 y SINTR
5CCGTCCTGCTTCTCCTGCCCG3’, posicion 861
a 881, que amplifican un producto de 520 pb; vy
para Enterocytozoon bieneusi, EBIEF1 5GAAAC-
TTGTCC ACTCCTTACG3', cuya posicion en la
secuencia es 295 a 315 y EBIER1 5’ CCATGCAC-
CACTCCTGCCATT3’, posicion 881-901, que am-
plifican 607 pb. (Botero et al., 2004) (Mena et al.,
2021)

Microscopia de transmisiéon electrénica
(TEM) Actualmente, sigue siendo el patrén de oro
para el diagnostico de gastroenteritis ocasionado
por especies de Microsporidios, se emplean elec-
trones acelerados dando un gran poder de resolu-
cion de la imagen. Ademas, las muestras deben te-
ner el grosor adecuado 50-90 nm (ultra micrétomo),
de tal forma que los electrones puedan atravesar-
los, una vez fijada la muestra con glutaraldehido al
2.5% y paraformolaldehido al 1% en solucion buffer
fosfato con Ph 7.2 y 260 mOsm/I, se utilizan resi-
nas de baja viscosidad como epdxica Polyhed 812
que proporcionan consistencia a la muestra, para
obtener secciones finas y se evidencien las carac-
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teristicas estructurales del esporoplasma y organe-
las de Microsporidios.

Para estos procesos se requiere la tincion elec-
tronica con acetato de uranilo al 6% y citrato de
plomo, para observaciones y fotografias se pue-
de utilizar el microscopio electrénico de trasmision
JOE-JEM 1010 o en HITACHI H-600. (Amano &
Diaz, 2012)

Sin embargo, este sistema es costoso, toma
tiempo y no es apropiado como diagndstico de ru-
tina esta disponible en los laboratorios de investi-
gacion observandose las ultra estructuras inter-
nas que permiten diferenciar una especie de otra.
(Mena et al., 2021)

CONCLUSIONES

Existen agentes etiologicos reclasificado como
especies fungicas que son patdgenos para los se-
res humanos, dentro de este grupo estan Entero-
cytozoon bieneusi y Encephalitozoon intestinalis
que producen diarrea crénica y constituyen un fac-
tor de riesgo para los pacientes VIH-SIDA, trasplan-
tados y cancer.

Las tinciones para observar por microscopia 6p-
tica simple, ayudan para un diagnéstico rapido y
oportuno, por lo tanto, es esencial que los técnicos
dominen los procesos tintoriales y puedan diferen-
ciar claramente las estructuras morfoldgicas de Mi-
crosporidios gastrointestinal.

Las técnicas de inmunofluorescencia con mar-
cadores especificos con anticuerpos monoclonales
para Enterocytozoon bieneusi y Encephalitozoon
intestinalis son de gran utilidad para el diagnosti-
co de los dos microorganismos, Las pruebas de
RT- PCR y Microscopia electronica de trasmision
(TEM), pero estas técnicas solo se utilizan en los
laboratorios de alta complejidad dedicados a la in-
vestigacion por el alto costo, por ese motivo no se
pueden adquirir en los laboratorios de menor com-
plejidad, sin embargo, estos métodos deben ser
estandarizados en cada laboratorio de referencia.

Las Industrias farmacéuticas deben innovar
la produccién de medicamentos especificos para
Microsporidios, siendo de vital importancia para
la toma de decisiones de los médicos en el uso
adecuado del tratamiento terapéutico contra es-
tos microorganismos que afectan a los pacientes
VIH-SIDA,
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