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RESUMEN

Las infecciones diarreicas tanto agudas como crdnicas
constituyen un problema de salud publica, con mayor
riesgo en personas con VIH positivo, quienes debido a
su baja inmunidad son el blanco perfecto de pardsitos
oportunistas que pueden llevarlos a la muertel.

La microsporidiasis es una infeccién ocasionada por
microorganismosintracelulares obligados formadores
de esporas que han sido taxondmicamente reclasifi-
cados como hongos, que afectan a pacientes inmuno-
deprimidos y causantes de sindromes diarreicos. En
Ecuador no existen investigaciones con registro de esta
patologia emergente y oportunista,

El primer caso en humanos se identificé en el afio 1959
por Matsubyashi y colaboradores, quienes aislaron un
Microsporidium en una muestra de liquido cefalorra-
quideo en un nifio de 9 afios con encefalitis®

Se realizd un estudio prospectivo, descriptivo y de cor
te transversal. El universo estuvo constituido por 287
pacientes VIH atendidos en el Hospital de Infectologfa
“Dr.José Daniel Rodriguez” de Guayaquil, de abril-junio
del 2013y la muestra correspondid a 89 pacientes que
cumplieron con el criterio de inclusién y exclusion. Las
muestras analizadas fueron heces liquidas y procesadas
con diferentes tinciones: Giemsa y Tricrémica de Ryan
por Microscopia &ptica, Blanco de Calcofldor por Mi-
croscopia de Inmunofluorescencia y Secado por Punto
Critico en Etanol por Microscopfa Electrénica de Ba-
rrido. Para el andlisis estadistico se utilizd las pruebas
de t de Student, Chi cuadrado y Proporciones.

Se estudiaron 89 pacientes y el 25% (n=22) resulta-
ron positivo para Microsporidium spp., de los cuales
70 (79%) son varones y 19 (21%) son mujeres. Los
niveles de CD4 + de los 22 pacientes infectados 12
(54%) presentan valores menores a 200 células/mm? 7
(32%) evidencid valores mayores a 200 células/mm? y
3 (14%) no se realizaron la prueba. De los 22 pacientes
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positivos 16 (73%) son de la provincia del Guayas, 3
(14%) son de Manabf, 2 (9%) son de Los Rios,y | (4%)
es del Chimborazo.

En Ecuador se identificé por primera vez la prevalencia
de la infeccion por Microsporidium spp en pacientes
VIH POSITIVOS con sindrome diarreico, el cual co-
rrespondié al 25% (n=22), es decir que por cada 89
pacientes 22 resultan positivos para este microorga-
nismo.

Palabras claves:Microsporidium spp,inmunodeprimidos,
Tincidn de Giemsa, Tincién Tricrémica de Ryan, Tincidn
Blanco de calcofldor. Inmunocompetentes

SUMMARY

Both acute and chronic diarrheal infections are a pu-
blic health problem, with increased risk in HIV-positive
individuals who because of their low immunity are the
perfect opportunistic parasites that can lead to death
white.

The microsporidiasis is an infection caused by intra-
cellular spore-forming microorganisms bound to have
been taxonomically reclassified as fungi, affecting im-
munocompromised patients and causing diarrheal syn-
dromes. In Ecuador there is no record of this research
with emerging and opportunistic disease?

The first human case was identified in 1959 by Matsub-
yashi and colleagues, who isolated a Microsporidium in
a cerebrospinal fluid sample on a 9 year old boy with
encephalitis®

A prospective, descriptive, cross-sectional study. The
universe consisted of 287 HIV patients treated at the
Hospital of Infectious Diseases " Dr. José Daniel Rodri-
guez “ de Guayaquil, April -June 2013 and the sample
consisted of 89 patients who met the inclusion and
exclusion criteria. The samples analyzed were liquid

stools and processed with different stains: Giemsa and
Trichrome Ryan by optical microscopy, calcofluor whi-
te Immunofluorescence Microscopy and Ciritical Point
Drying Ethanol by Scanning Electron Microscopy . For
statistical analysis the Student t test was used, Chi squa-
red and Proportions.

89 patients were studied and 25% (n = 22) were posi-
tive for Microsporidium spp., Of which 70 (79%) were
male and 19 (21 %) are women . CD4 + levels of the
22 infected |2 patients (54 %) have values below 200
cells/mm3, 7 (32 %) showed values greater than 200
cells / mm3 and 3 (14%) were not performed the test.
Of the 22 positive patients 16 (73%) are from the pro-
vince of Guayas, 3 (14 %) are of Manabf,2 (9 %) are of
Los Rios, and | (4%) is of Chimborazo.

In Ecuador was identified for the first time the pre-
valence of infection in HIV POSITIVE Microsporidium
spp patients with diarrheal syndrome, which corres-
ponded to 25 % (n = 22), ie that for every 89 patients
22 are positive for this organism.

Keywords: Microsporidium spp, immunocompromised,
Giemsa stain, Trichrome stain Ryan stain fluorine White
decal, Immunocompetent.
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INTRODUCCION

El mejoramiento continuo de la calidad de atencion en
pacientes es un reto cada vez mayor para los servicios
de salud, que demanda una gestién eficaz, oportuna y
eficiente para los usuarios externos.

La diarrea es un problema gastrointestinal presente
en las infecciones oportunistas de mayor frecuencia
en pacientes con Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH positivos), cuya etiologfa puede ser bacteriana, mi-
cdtica, viral o parasitaria. En el dmbito de las parasitosis,
motivo de este estudio, investigaciones a nivel mun-
dial asocian a los Coccidios como causa de diarreaen
pacientes inmunodeprimidos e inmunocompetentes
Dentro de este grupo se encuentran:Cryptosporidium
spp. Cyclosporas cayetanensis, Isosporas belli y Micros-
poridium spp., los mismos que por compartir carac-
teristicas de protozoos y de hongos generan polémica
acerca de su clasificacion.t?

Uno de los microorganismos que afectan a pacien-
tes inmunodeprimidos causantes de sindromes dia-
rreicos es el Microsporidium que pertenece al grupo
de protozoos de la clase Microsporidia, formadores
de esporas. La infeccidn se produce en el hombre
generalmente por ocho géneros de Microsporidium:
Encephalitozoon, Enterocytozoon, Nosema, Pleisto-
phora, Vittaforma, Trachipleistophora,Microsporidium y
Brachiola.?

El primer caso se identificé en el afio 1959 por Mat-
subyashi y colaboradores, quienes aislaron Microspori-
dium de una muestra de liquido cefalorraquideo en un
nifio con encefalitis.

Este microorganismo ocasiona graves lesiones depen-
diendo del drgano afectado, como ceguera, hepatitis,
sindrome diarreico, especialmente en pacientes con
VIH que pueden concluir en casos fallidos.

Considerando el nimero creciente de casos deVIH en
el pais y la falta de estudios de Microsporidium asocia-
dos con ésta enfermedad, se establece la necesidad de
realizar un proceso de investigacion de casosVIH posi-
tivos concomitantes con este microorganismo, lo que
amerita efectuar la identificaciéon para generar un diag-
ndéstico oportuno mediante los métodos de tinciénde
alta sensibilidad y especificidad, como las de Giemsa
yTricrdmica modificada de Ryan.

Un método diagndstico confirmatorio es el de Inmu-
nofluorescencia, utilizado como "“Gold Standar”, ade-
mds estd la microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
que permitird observar las estructuras superficiales.
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Existen en la actualidad otras pruebas como la téc-
nica de Western Blot v la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) considerados por el Centro para el
Control y Prevencién de enfermedades (CDC) como
los métodos de referencia para la identificacién de Mi-
crosporidium.* >

Los Microsporidium son pardsitos obligadosque se
presentan con mayor frecuencia en pacientes VIH po-
sitivos en los que se identifican dos géneros con cuatro
especies: Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon
hellem, Encephalitozoon cuniculi y el Encephalitozoon
intestinalis.

Enterocytozoonbieneusi fue la primera especie identi-
ficada en Haitf en el afio 1985 en pacientesVIH - SIDA
con diarrea acuosa excesiva. Posteriormente se identi-
fica a Septata intestinalis que en la actualidad esta clasi-
ficado en el género Encephalitozoon, siendo la segunda
especie causante de diarreas diseminadas.®

Se han notificado infecciones humanas por Microspo-
ridium en todo el mundo, tanto en inmunodeprimidos
como en inmunocompetentes. En Europa y Estados
Unidos fluctdan entre el 12% y el 50%; Alemania 36%;
Espaia |5%; Niger Bretagne 7%; Zimbabue 10%; Mé-
xico 31%: Brasil 27%: Colombia 3.5%; Cuba 30%; Uru-
guay 54%;(4, 6 - 8). En Senegal (Africa) se obtuvo en
un estudio el 9.4%;Venezuela 50% y en Ecuador no hay
registro sobre Microsporidium.®10

MATERIALESY METODOS

La presente investigacion es un estudio prospectivo,
descriptivo y de corte transversal.

Se realizd en los pacientes VIH positivos atendidos en
el Hospital de Infectologfa “Dr: José Daniel Rodriguez”
de la ciudad de Guayaquil, durante el periodo de abril
a junio de 2 013. Se generd un formato para la re-
coleccidn de datos, los que fueron tomados directa-
mente de la historia clinica de los pacientes, a los que
se recolectd muestras de heces.A todas las muestras
se les realizd diferentes tinciones: Giemsa, Tricrdmica
Modificada de Ryan, Blanco de Calcofldor y Método
por filtracidn con revestimiento en oro, para identificar
Microsporidium spp.

MUESTRA
Muestra de heces de 89 pacientes VIH positivo con

sindrome diarreico, que cumplieron los criterios de in-
clusidn y exclusion
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CRITERIOS DE INCLUSION

|. Pacientes VIH positivos con presencia de
diarrea,ingresados en el drea de Emergencia y hos-
pitalizacion del hospital de Infectologfa “Dr. José
Daniel Rodriguez”, por solicitud bajo criterio del
médico clinico.

2. Datos de historia clinica y resultados de laborato-
rio con nivel de CD4+.

3. Calidad de la muestra, para realizar el estudio en
el laboratorio de Microbiologfa.

3.1.1  CRITERIOS DE EXCLUSION

|, Pacientes VIH positivos sin presencia de diarrea,
ingresados en el drea de Emergencia y hospitali-
zacién del hospital de infectologia “Dr: José Daniel
Rodriguez”.

2. No poseer Historia Clinica o resultados de labora-
torio con nivel de CD4+.

3. Muestras que incumplan con la calidad requerida
para el estudio.

RESULTADOS

De los 89 pacientes VIH positivos con sindrome dia-
rreico, se identificd en 22 casos (25%)positividad para
Microsporidium spp y 67 (75%) fueron negativos (Ta-
bla |)(Gréfico I).

Casos Microsporidium spp | N° (%)

POSITIVOS 22 25%
NEGATIVOS 67 75%
Total 89 100%

Tabla |. Prevalencia de Microsporidium spp. Guayaquil,
abril - junio 2013
Fuente: Base de datos del Investigador

De acuerdo a los datos demogréficos presentados
en este estudio, 70(79%) son varones y 19(21%) son
mujeres. En el grafico se puede apreciar que la infec-
cidn por este microrganismo, es mayor en el sexo
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masculino 14(16%) que en el femenino 8(9%) (Tabla
2)(Gréfico 2).

GENERO Negativo % Positivo % Total %

Femenino I 12% 8 9% 19 21.35%
Masculino 56 63% 14 16% 70 78.65%
TOTAL 67 75% 22 25% 89 100%

Tabla 2. Distribucion segtin género de los pacientes en
estudio y con presencia de Microsporidium spp.
Fuente: Historia clinica del paciente

El rango de edad de los pacientes que presentan Mi-
crosporidium spp es de 20 a 73 afios, con un promedio
de 38.7 afios. En pacientes menores de 44 afios se iden-
tificd el microorganismo con el 81%, frente a un 19% en
aquellos mayores a 44 afos. (Tabla 3)(Grdéfico 3).

INTERVALO | FRECUENCIA | FRECUENCIA %
ABSOLUTA RELATIVA

[17-26) 5 5/22 =022 2%
[26 - 35) 6 6122 = 027 27%
[35 - 44) 7 7/22 = 0,32 32%
[44 - 53) 2 2/22 = 0,09 9%
[53 - 62) | 122 = 0,05 5%
[62-71) - 0/22 = 0,00 0%
[71 - 80] | 1122 = 0,05 5%
TOTAL 22 100%

Tabla 3. Distribucion de frecuencia por edades de los pa-
cientes con Microsporidium spp

I/
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Con los datos obtenidos de las historias clinicas se de-
termind la distribucién de acuerdo al lugar de pro-
cedencia: Guayas 70(79%), Los Rios 9 (10%), Manabfi' 5
(6%), Santa Elena 3 (3%) y Chimborazo 2 (2%). Sien-
do Guayas la que presenta mayor porcentaje de casos
(Tabla 4)(Gréfico 4).

POR PROCEDENCIA
INTERVALO | FRECUENCIA ABSOLUTA | FRECUENCIA RELATIVA
Chimborazo | 5%
Guayas 16 73%
Los Rios 2 9%
Manabf 3 14%
Total 22 100%

Tabla 4. Distribucién de pacientes VIH positivo con Mi-
crosporidium spp. por Provincias
Fuente: Historia Clinica del paciente

Al evaluar las historias clinicas de los 89 pacientes ob-
jeto del estudio, se obtuvo un total de 22 pacientes
con Microsporidium spp. con sus respectivas deter-
minacionesde linfocitos CD4+.De los cuales 12 (54%)
tienen niveles de CD4+ menor a 200 células/mm3 y
7 (32%) presentan niveles superiores a 200 Células/
mm3. No tenfan registro de CD4+en la historia cli-
nica 3 (14%. Se pudo observar que los valores de
CD4+ oscilan entre 39 y 860 células/ mm3.. (Tabla 5)
(Gréfico 5)

CD4+ Cel/UL
FRECUENCIA | FRECUENCIA
INTERVALO ABSOLUTA RELATIVA
(39 - 200) 12 54%
(200 - 361) 4 18%
(361 - 521) 2 9%
(521 - 681) 0 0%
(681 - 841) 0 0%
(841 - 1001) | 5%
no se realizd 3 149
TOTAL 22 100%
Tabla 5. Niveles de CD4+ en pacientes VIH positivo con
Microsporidium spp.

Fuente: Historia clinica del paciente
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DISCUSION

El presente estudio en cuanto a la prevalencia halla-
da solo puede relacionarse con datos de otrospaises.
Por ejemplo, al comparar los resultados obtenidos en
esta investigacion 25%, en relacion a Europa y Estados
Unidos que fluctdan entre el 12% vy el 50%; Alemania
36%; Espafia |5%; Niger Bretagne 7%; Zimbabue 10%;
México 31%: Brasil 27%; Colombia 3,5%; Cuba 30%;
Uruguay 54%% 6 7 8 Senegal (Africa) 9,4%; Venezuela
50%;%1, se puede considerar que en Ecuador la infec-
cién por Microsporidium spp. es moderada.

Se estudiaron 89 pacientes en edades comprendidas
entre |7 y 78 afios; la mayorfa 70(79%) fueron hom-
bres y 30(219%) mujeres; de cuyo total resultaron po-
sitivos para Microsporidium spp. hombres [14(16%) y
mujeres 8(9%).

Las esporas se identificaron microscépicamente con
técnicas respaldadas por la OMS/OPS. Al realizar los
procesos de cada método se evidencid que por mi-
croscopfa dptica, con tincién de Giemsa, no se obser-
van con claridad las esporas. De 22 muestras positivas
solo | se identificd, a diferencia de la Tincidn Tricrédmica
Modificada de Ryan en las que las 22 muestras resul-
taron positivas.

Ademas se les realizé la tincidn Blanco de Calcofldor
por microscopia de inmunofluorescencia para su con-
firmacidn, obteniéndose 22 muestras positivas, que se
derivaron a microscopia electrdnica usando el méto-
do de Filtracién con Revestimiento en Oro para su
visualizacidn, reportdndose en las 22 muestras que
la  morfologia es semejante a las esporas de Micros-
poridium spp.

Para todas las tinciones se realizd un andlisis multiva-
riante con el objeto de identificar el efecto aislado de
cada variable independiente sobre la frecuencia de
Microsporidium spp. La T Student para la tincién de
Giemsa es igual a -5.97 con un nivel de significacién
p< a 0.05 siendo una probabilidad pequefia de identi-
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ficacién, por lo tanto se rechaza la hipdtesis planteada,
el Chi cuadrado es igual a 0,27 con un nivel de signi-
ficancia p> 0,1 por lo que no existe evidencia para
rechazarlo.

Se procesaron tres modelos de estudio: la Tincién
Tricrdmica de Ryan, Blanco de Calcofldor vy Tincidn
de Microscopia Electrdnica, obteniéndose resultados
idénticos T Student = 1.03 en el que p > 0.1 por lo
tanto no existe razén para el rechazo de la Hipdtesis,
el Chicuadrado =391 p<0.05 lo que nos indica que
son variables independientes.

Finalmente culminada la investigaciéon en el INSPI
“Leopoldo Izquieta Pérez” Guayaquil-Ecuador, se iden-
tificaron 22 muestras positivas para Microsporidium
spp. Se enviaron al Instituto Nacional de Salud de Lima-
Perd 22 alicuotas de muestras positivas conservadas
en formalina al 10%, siendo analizadas por 3 métodos:
Directo, coloracién Ziehl Neelsen modificado y co-
loraciéon Gram Chromotropo, las mismas que fueron
confirmadas por la Bidloga Marfa Beltrdn Fabidn en el
Laboratorio de Enteropardsitos, reportdndose una
concordancia del 100% con los casos diagnosticados
en el INSPI “Leopoldo Izquieta Pérez”.

Otros agentes etioldgicos no formaron parte de la
investigacidn. Sin embargo queda documentado los
siguientes pardsitos identificados por el Método de
Observacién Directo: Entamoeba coli g.+, Strongyloi-
des stercoralis, Blastocystis hominis,Isospora belli y le-
vaduras. Con Tincién de Ziehl Neelsen Modificada se
detectd Cryptosporidium spp. e Isospora belli.

En los niveles de CD4 + de los 22 pacientes infectados,
12 (54%) presentan valores menores a 200 células/
mm3, 7 (32%) evidencid valores mayores a 200 célu-
las/mm3 y 3 (14%) no se realizaron la prueba, obser
vandose que los valores de CD4+ variaban entre 39
y 860 células/ mm3. En un estudio de Microsporidium
realizado por primera vez por Chabchoub y colabo-
radores en Tunez (Africa) en el afio 2 012, se puede
evidenciar que los pacientes infectados con este mi-
croorganismo también presentaron un recuento de
CD4+ menor a 200 células/ mm3.

CONCLUSIONES

La prevalencia de Microsporidium spp en pacientes
VIH positivo con sindrome diarreico atendidos en el
Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez”, de
la ciudad de Guayaquil es del 25% (n=22) es decir que
por cada 89 pacientes 22 resultan positivos para este
microorganismo. Considerando el riesgo de morbi-
mortalidad de los pacientes inmunodeprimidos e in-
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munocomprometidos, es importante implementar en
los laboratorios del pafs técnicas de tincidn que permi-
tan la identificacién oportuna y efectiva de Microspo-
ridium spp, para instaurar tratamiento de forma eficaz
y reduccion de los niveles de morbi-mortalidad por
infecciones oportunistas en pacientes VIH positivos.

Microsporidium spp. MICROSCOPIA OPTICA

Método Directo

Tincion Gram Chromotrope

Tincion de Giemsa
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Tincién Modificada de Ryan

Microscopia por Inmunofluorescencia
Microsporidium spp.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).
Microsporidium spp.
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