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l RESUMEN

Con el aparecimiento de la pandemia del Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), se ha hecho necesario profundizar en el diagndstico de agentes
causales de enfermedades que normalmente no atacan al hospedero
inmunocompetente. Entre estos agentes se encuentran los parasitos protozoos
intracelulares obligados denominados microsporidios, los cuales producen una
diarrea severa en los pacientes con SIDA o que padecen cualquier otro tipo de
inmunosupresion. La microsporidiosis es considerada una enfermedad emergente
verdadera, ya que la infeccion tomé auge a mediados de los afios ochenta, por la
pandemia del SIDA.

El estudio pretende dar informacion acerca de la presencia de microsporidios
como agentes causales de diarrea en la poblacion de nifios desnutridos de la
poblacion de Santa Maria de Jesus a finales de los afios ochenta, cuando la
microsporidiosis era una enfermedad importante de diarrea en pacientes
inmunosupresos.

Se analizaron 100 muestras de heces preservadas en congelacion desde
1987 de una poblacién de infantes de 0-3 aflos, utilizada en un estudio prospectivo
longitudinal para determinar la epidemiologia de diarrea persistente en estos niiios.

Las técnicas de tincion empleadas para el anélisis de las muestras fueron las
siguientes: la tincién tricrémica modificada que permite observar los parasitos de
color rojo, y el método de fluorescencia calcofluor blanco, con el cual las esporas se
identifican por una coloracion azul. Para detectar el ADN de los parasitos se utilizé
el método molecular de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) por filtros FTA
(MR), los cuales rompen la espora y atrapan el ADN, el cual es purificado con
soluciones de lavado, previo a su deteccion.

En ninguna de las muestras analizadas se determiné la presencia de
microsporidios, con esto puede inferirse que estos parasitos no estaban presentes en
la poblacién en ese afio, por lo cual no pueden considerarse como agentes causales
de diarrea en la poblacién analizada.
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i INTRODUCCION

La aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA) ha permitido
conocer organismos que anteriormente no eran considerados patdgenos para el ser
humano. Actuaimente se sabe que los pacientes que padecen inmunosupresion
estan mas propensos a desarrollar enfermedades gastrointestinales, como la diarrea,
la cual puede ser causada por microorganismos que normalmente se encuentran
ubicuos en la naturaleza.

En las altimas décadas se han documentado muchos casos de diarrea
causada por los pardsitos intracelulares obligados llamados microsporidios,
pertenecientes al phylum Microspora (1-3). Esta enfermedad se transmite
principalmente por via feco-oral y uro-oral y es la responsable del 10-30 por ciento de
las diarreas en pacientes con SIDA (4, 5). Inicialmente se pensaba que estos
organismos eran exclusivos de pacientes con SIDA, pero en los Gitimos afios se han
reportado casos de diarreas en pacientes inmunocompetentes o con otro tipo de
inmunosupresion (6-9).

La microsporidiosis es considerada una enfermedad emergente verdadera, sin
embargo en Guatemala no hay estudios epidemiolégicos que lo demuestren y se
desconoce si este parasito ha sido introducido en nuestra pobiacién.

Guatemala es un pais con alto indice de fecalismo ambiental por lo cual existe
gran posibilidad que estos parasitos estén presentes. Este estudio pretende brindar
informacién epidemiolégica acerca de la presencia de microsporidios en Guatemala
hace dos decadas, cuando se reportaron los primeros casos de la enfermedad a nivel
mundial. Para la investigacion se utilizaron muestras de heces preservadas en
congelacion de una poblacion de 321 nifios de 0-3 afios residentes en la aldea de
Santa Maria de JesUs en el departamento de Sacatepéquez, las cuales fueron
utilizadas en un estudio prospectivo longitudinal de dos afos (1987-1989) para
determinar la epidemiologia de diarrea persistente (10). La determinacién de

microsporidios en las muestras heces se realizé6 por métodos de tincién y Reaccion
en cadena de ia polimerasa (PCR).
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. ANTECEDENTES
A. Generalidades
El Reino Protista propuesto por Haeckel agrupa a una gran diversidad de
microorganismos unicelulares eucariéticos. Incluye el Subreino Protozoa (protozoos o
protozoarios), dentro del cual se incluyen cuatro phyla Sarcomastigophora (amebas y
flagelados), Ciliophora (ciliados), Apicomplexa y Microspora (microsporidios) (11).

El término “microsporidios fue utilizado por primera vez por Balbiani en 1882
(12). Posteriormente la taxonomia de los microsporidios fue sujeta a muchas
modificaciones. Larsson (13) propuso un sistema de clasificacién, basado en las
diferencias de la morfologia ultraestructural de los parasitos, muchos caracteres
fueron subdivididos en categorias bien definidas, creando asi tres grupos
representantes de la filogenia de los microsporidios. Weiser (14) basé su clasificacion
solamente en la condicién nuclear de las esporas (un nlcleo Pleistophoridida o 2
nucleos Nosematidida). La clasificacion propuesta por Sprague en 1977, es la mas
utiizada hasta la fecha. En este esquema, los microsporidios son divididos en dos
grupos, basados en la presencia o ausencia de la membrana circundante del parasito:
el grupo Pansporoblastina (membrana presente) y el Apansporoblastina (membrana
ausente) (15). En sistemas desarrollados durante la Ultima década, parece ser que las
diferencias en los ciclos de los cromosomas constituyen la base fundamental para
distinguir la taxonomia de los microsporidios al mas alto nivel (16, 17).

La secuencia nucleotidica de la pequefia subunidad (SSU) del RNA ribosomal
del microsporidio Vainmorpha necatnx sugiere que los microsporidios son eucariotas
sumamente antiguos (18); sin embargo, las secuencias de Alfa y Beta-tubulina,
sugieren que existe una gran similitud entre los microsporidios y los hongos (19).

B. Agente Etioldgico

La microporidiosis es causada por organismos protozoos intracelulares
obligados, llamados microsporidios, los cuales fueron descritos por primera vez en
1857 como patégeno de gusanos de seda (20). Estos organismos pertencen al
phylum Microspora en el cual se incluyen mas de 100 géneros con 1,000 especies o

mas, de los cuales 6 géneros se reconocen actualmente como patdégenos para el
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humano (Enterocytozoon, Encephalitzoon, Nosema, Vittaforma, Plesitophora vy
Trachiplestophora). Los microsporidios se caracterizan por tener un ciclo de vida
Gnico que involucra un estado proliferativo merogénico, seguido por otro esporogénico
que resulta en la produccion de esporas infectivas; se multiplican por fision binaria,
tienen membrana r{uclear y carecen de mitocondria y aparato de Golgi por lo que son
parasitos intracelulares (20- 22).

B.1. Morfologia y Ciclo de Vida

B.1.a Espora: Es el estado infectivo del parasito; las esporas que infectan humanos
son muy pequefias, miden de 2.0-7.0 um de largo por 1.5-5.0 um de ancho, son de
forma oval o piriforme y poseen una pared gruesa, compuesta de 3 capas: 1) una
capa externa electrodensa llamada exospora compuesta de proteinas, 2) una capa
transparente interior, la endospora, la cual estd compuesta de quitina y 3) una
membrana plasmética que rodea el citoplasma. También posee el nicleo (que
algunas veces pueden ser dos), una vacuola posterior, membranas polaroplasmicas,
y un Unico aparato de extrusion. El aparato de extrusion es la caracteristica que
distingue a los microsporidios de otros organismos; este consiste en un filamento polar
enrollado y un disco de anclaje. El numero y arreglo de los énrollados del filamento
polar varia entre género y especies. En condiciones apropiadas el contenido
infectivo, el esporoplasma, es inoculado dentro de la célula por medio del filamento
polar, dando inicio a la infeccibn. Los organismos pueden internalizarse por
fagocitosis y los macréfagos facilmente pueden infectarse con ellos (20-22).

B.1.a.1Merogonia: Dentro de la célula hospedera el esporoplasma liberado de la

espora, da lugar a la formacién de merontes, los cuales son células simples de forma
redondeada, irregular o elongada, con un pequefio citoplasma diferenciado, rodeado
por la membrana plasmatica. Esta fase es llamada merogonia. La division del
parasito puede ser por fisién binaria (Encephalitozoon, Nosemma, Vittaforma) o por
cariocinesis, dando lugar a la formacién de formas plasmadiales multinucleadas
(Enterocytozoon, Pleistaphora y Trachiplesitophora). La merogonia también puede
llevarse a cabo en contacto directo con el citoplasma de la célula hospedera (Nosema,




Enterocytozoon) o sin contacto directo por medio de una vacuola pasitéfora
(Encephalitozoon) (20-22).

B.1.a.2 Espordgonia: Los merontes se desarrollan a esporontes, los cuales se
caracterizan por tener una superficie densa, la que se convierte en la exospora de los
parasitos. Los esporontes se multiplican por fisién binaria o miltiple, dando lugar a
formacién de esporoblastos que desarrollan a esporas maduras, las cuales son
liberadas para infectar las células o pueden diseminarse a través de los macrofagos.
Las esporas se excretan por las heces, orina o secreciones respiratorias dependiendo
del sitio de infeccién (20-22).

C. Manifestaciones Clinicas:

La microsporidiosis es una infeccibn con un amplio espectro de
manifestaciones, las cuales incluyen infeccién gastrointestinal, pulmonar, nasal, ocular,
muscular, cerebral y sistémica (1, 3, 6).

La enfermedad méas comin causada por estos parasitos es la diarrea, y es
producida frecuentemente por Enterocytozoon bieneusi, especialmente en pacientes
con SIDA con el conteo de linfocitos CD4 menores a 100 cel/ul. La microsporidiosis
ha sido reportada en un 39 por ciento de pacientes con SIDA que presentan diarrea
crénica ( 5, 23, 24). La diarrea producida por este parasito es severa, sin sangre ni
moco con 10 o méas evacuaciones por dia, pérdida de peso progresiva, mala
absorcién de grasa, de D-xylosa y Vitamina B 12 (2, 25, 26). Originalmente se
pensaba que la microsporidiosis causada por E. bieneusi era exclusiva de pacientes
con SIDA, pero la infeccién intestinal también se ha sido reportada en pacientes sin
infeccion por VIH (6-9). La infeccién por E. bieneusi también ha sido reportada en
pacientes con criptosporidiosis (27), con colangitis esclerosante (28), y con infeccién
bronqueoalveolar en pacientes con SIDA (29, 30).

Los microspororidios también pueden diseminarse y causar infeccion
sistémica. Los miembros de género Encephalitozoon que incluyen E. cuniculi, E.

hellem 'y E. intestinalis son los que mas producen este tipo de infecciones,




especialmente en pacientes con inmunosupresion severa como pacientes con SIDA
(4).

El espectro de enfermedades es amplio, incluyen conjuntivitis, bronquitis,
neumonia, sinusitis, nefritis, uretritis, cistintis, prostatitis, hepatitis, peritonitis,
gastroenteritis; pero existen diferencias claras en los patrones de distribucion de cada
especie de microsporidios. E. hellem produce principalmente la conjuntiva, tracto
urinario, senos nasales y sistema bronquial principaimente (31-35). E. hellem se
disemina al tracto gastrointestinal, biliar y algunas veces al tracto respiratorio (36,37)
y finalmente E. cuniculi causa infeccion en todos los sistemas del organismo (38, 39).

Con menor frecuencia se ha encontrado a E. bieneusi causando infeccion
diseminada (40). La microsporidiosis ocular también es producida por Nosema

comeum, aunque con menor frecuencia (41, 42).

D. Diagnostico de Laboratorio:

El diagnéstico de la microsporidiosis humana ha sido dificil, debido al pequefio
tamafio de las esporas que infectan a los humanos. Depende de la identificacion de
las esporas en muestras clinicas, como muestras de heces, biopsias duodenales,
liquido biliar, orina, frotes de conjuntiva, fluidos bronqueoalveolares, nasales, esputo,
biopsias de tejido. Originalmente, el diagnéstico definitivo de la microsporidiosis se
realizaba por microscopia electrénica de transmision (TEM), la cual se basa en la
deteccion de esporas en muestras de biopsia de tejido. En los ultimos afios se han
desarroliado nuevas técnicas de tincién y métodos fluorescentes, que por medio de
microscopia de luz y fluorescencia respectivamente, permiten detectar las esporas de
los parasitos en muestras de fluidos corporales, evitando asi procesos invasivas para
obtener las muestras; sin embargo con estas técnicas no es posible determinar
género y especie de los organismos presentes (43).

También se han desarrollado métodos serolégicos, para detectar anticuerpos
de microsporidios, pero poseen poca sensibilidad y especificidad. Los métodos de
cultivos celulares han sido utilizados, pero esta no es una técnica de rutina.
Recientemente se desarroilaron técnicas moleculares que por medio de la detecciéon




por amplificacién de la secuencia nucléotidica permiten detectar los microsporidios en
cualquier especimen y determinan género y especies de los organismos, las cuales
también son técnicas altamente sensibles y especificas (43, 44).

D.1  Microscopia Electrénica de Transimisién (TEM)

La Microscopia Electrénica de Transmision fue la primera técnica utilizada para
el diagndstico de la microsporidiosis humana, esta se basa en la observacion directa
de las caracteristicas ultraestructurales del parasito (forma y tamafo de la espora,
configuracién del tabulo polar, ciclo de vida, etc.) en muestra de biopsia y fluidos
corporales (orina, aspirados sinusales, bilis o fluido cerebroespinal, heces). Este
método ha sido de mucha utilidad para determinar género y especie de estos
protozoos, y es altamente sensible cuando se aplica en muestras de biopsia; sin
embargo, es sumamente laborioso, consume mucho tiempo y se requiere de equipo

especial y de personal altamente especializado para la observacion de las muestras.
(36, 45-47).

D.2  Microscopia de luz y fluorescencia

En los ultimos afos se han desarrollado técnicas de tincion y métodos
fluorescentes, que por medio de microscopia de luz y fluorescencia respectivamente,
permiten detectar las esporas de los parasitos en muestras de fluidos corporales,
evitando asi procesos invasivos para obtener las muestras de biopsias de tejido. Sin
embargo, con estas técnicas no es posible determinar género y especie, ya que
solamente se observa la fase infectiva del parasito (48,50). Existe una variedad de
métodos como la tincion de Gram-Chromotrope propuesta por Moura ef a/ (49), en la
cual los parasitos se tifen de azul violeta con un fondo verde, y el tiempo total de
tincién es de 5§ min. La modificacién que Weber realizé a la tincién tricrémica ha
permitido una mejor identificacién de los parasitos; en este método las esporas se
observan de un color rojo-rosado, y las bacterias son facilmente diferenciadas, sin
embargo, el tiempo de tincién es de aproximadamente de 120 minutos (50). En 1994,
Kokoskin propuso una modificacién a la técnica propuesta por Weber, utilizando
cambios de en la temperatura, reduciendo asi el tiempo de tincion a 40 minutos
brindando una coloracion mas intensa de las esporas en menor tiempo (51).




Las técnicas de fluorescencia también se utilizan para el diagnéstico de la

infeccién; estas utilizan colorante luminosos como Calcolfluor White o Uvitex 2B, que
permiten detectar mas répida y facilmente los parasitos en frotes de muestras
cuando se observan en un microscapio de fluorescencia. Didier et a/ (52) compararon
recientemente las tinciones tricrédmica modificada, calclofluor White y anticuerpos
monoclonales fluorescentes y encontraron que esta ultima es la menos sensible para
detectar las esporas en muestras de heces, orina y lavados duodenales. En este
estudio propusieron tamizar primero con calcofluor y luego confirmar las muestras
positivas con la tincién tricrémica modificada, ya que se ha comprobado que muchas
veces con la tincion de calcofluor las esporas pueden confundirse con levaduras. Asi
mismo, Ignatus ef al, realizaron una comparacion entre la tincién tricrdmica modificada
y el método Uvitex 2B para detectar nimeros bajos de esporas de microsporidios en
muestras de heces; en el estudio concluyeron que ambos métodos poseen
sensibilidades y especificidades similares, por fo que pueden utilizarse como técnicas
de rutina en el laboratorio (63). A pesar de esto, estas tinciones no permiten

determinar género y especie de los parasitos presentes en las muestras analizadas.

D.3  Cultivo Celular

Los microsporidios han sido aislados de una variedad de especimenes y
cultivados en una gran variedad de lineas celulares incluyendo células de mono y
conejo (Vero y RK13), fibroblastos de riidn de feto humano (MRC-5) y otras lineas
celulares (54, 55). E. hellem, E. intestinalis y V. comeae han sido aislados de
muestras humanas y mantenido en cultivos continuos (56). Recientemente, E.
bieneusi se cultivo in vitro por un periodo corto de 6 meses (57). Realizar el
diagnostico de microsporidiosis en cultivos celulares es laborioso, caro y lento y
propenso al fallo con muestras obtenidas de sitios no estériles, por lo cual no se

recomienda como técnica rutinaria para el diagndstico de microsporidiosis (54).

D.4  Serologia
Los ensayos serolégicos utilizados para detectar microsporidios en suero
humano incluyen: inmunofiuorescencia, inmunoperoxidasa, ELISA y Western Blot (41,

58- 60). La sensibilidad y especificidad de estos métodos para detectar anticuerpos
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contra microsporidios son desconocidas, ya que no se han reportado estudios
comparativos.  Ciertos estudios han demostrado incremento en el indice de
seropositividad para E. cuniculi en personas que viven en regiones tropicales y que
padecen enfermedades tropicales (58). Estudios realizados para detectar anticuerpos
contra microsporidios en pacientes infectados y no infectados con VIH demuestran
que los pacientes con SIDA pueden montar una respuesta inmune a la infeccidn por
microsporidios; sin embargo, los métodos serolégicos no son (tiles como
herramientas diagnodsticas, porque en estos estudios han encontrado que por lo
menos la mitad de los sueros de personas sin historial de microsporidosis han dado
titulos positivos (41, 59).

D.5 Técnicas Moleculares

La caracterizacion del genoma del microsporidio se ha enfocado a la pequefia
subunidad del gen del RNA ribosomal (SSU-rRNA) de Vairimorpha necatnx (61). La
amplificacién utilizando [a Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con cebadores
(primers) complementarios con secuencias conservadas del gen SSU-rRNA ha sido
utilizada para generar informacién de la secuencia de los microsporidios que infectan
humanos. La secuencia de genes de SSUrRNA ha sido publicada para E. cuniculi, E.
hellem (62, 63) E. intestinalis (64) y E. bienusi (65).

En los dltimos afios, la técnica de PCR ha sido utilizada como herramienta
diagnéstica para determinar de una manera rapida y segura el género y especie de
microsporidios patdgenos para el ser humano. Ademés de ser una técnica altamente
sensible y especifica, tiene la ventaja de evitar adquirir especimenes por
procedimientos invasivos, permitiendo utilizar muestras de fluidos humanos, como
heces, orina, secrecionss nasales etc. (43). Por medio de técnicas moleculares se ha
podido confirmar la existencia de diferentes cepas de E. cuniculi (55), determinar la
correcta ubicacion taxondmica de E. infestinalis llamado antes Septata intestinalis (64).

El método de PCR es utilizado para detectar microsporidios en muestras de
heces, Fedorko et al. realizaron un estudio para determinar la presencia de esporas de

microsporidios en muestras de  heces, utilizando los primers
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PMP1(5-CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3) y PMP2 (5-
CCTCTCCGGAACCAAACCTG-3) e identificaron especies de Encephalitozoon y E.
bieneusi (66). Estos primers son aparentemente universales, pero es necesario
evaluar su habilidad para amplificar el ADN microsporidial en un amplio rango de
muestras clinicas. Didier et al (67) han utilizando primers pan-Encephalitozoon
(int530f 5-TGCAGTTAAAATGTCCGTAGT-3) (int580r 5-
TTTCACTCGCCGCTACTCAG-3) que amplifican un producto aproximado de 1,000
pares de bases de longitud. Estas secuencias amplifican con éxito el ADN de E.
hellem en muestras de orina y conjuntiva de pacientes con SIDA. Una propuesta
eficiente para la deteccién molecular de los microsporidios en muestras de pacientes,
podria ser el uso de primers universales o pan-microsporidios, y determinar las
especies con primers especie-especificos (67).

La extraccion de ADN de organismos cultivados y muestras de biopsia es
sencilla, pero en muestras de heces se dificulta, por lo que es necesario emplear
métodos severos de rupturas quimicas y mecanicas para extraer el ADN de las
esporas. Otro problema de la utilizacion de PCR en muestras de heces es la
presencia de inhibidores, que afectan la efectividad de la Taq polimerasa (44).
Recientemente, Palmer Orandi y Keith Lampel (68) realizaron un estudio para
determinar parésitos protozoos patégenos por medio de PCR, el cual se basa en una
extraccion libre de ADN a través de filtros. Estos estan impreghados con agentes
desnaturalizantes, quelantes y trampas de radicales libres, los cuales causan lisis
celular al contacto con el filtro, secuestran el ADN dentro de la matriz y los remanentes
celulares, el debris y ofros factores que interfieren con el PCR son removidos
efectivamente con soluciones de lavado. La preparacién de la muestra es rapida,
eficiente y reproducible, requiere sélo una concentracién minima de la muestra y es
altamente sensible, detectando de 3-10 esporas por 100 ul de muestra. Este

protocolo puede ser adaptado faciimente para la deteccién de microsporidios en
cualquier tipo de muestras (68).
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La aplicacién de técnicas moleculares para el diagnéstico de microsporidios
esta iniciandose y no hay publicaciones donde se comparen PCR con otros métodos
para determinar realmente la sensibilidad y especificidad de esta técnica. El potencial
del PCR para identificar especies de microsporidios en muestras no invasivas hace de
esta una opcion atractiva para el diagnéstico. Sin embargo, el PCR puede utilizarse
para la deteccion y especiacion de microsporidios en muestras de pacientes,
utilizandose primero un tamizaje de los parasitos con técnicas quimiofluorescente
como Calcofluor, confirmando con la tincidén tricromica modificada, seguida de la
confirmacién con especiacion por PCR (43).

E Epidemiologia

Histdricamente estos parésitos se han descrito como agentes patégenos en
invertebrados, el primer caso de microsporidiosis fue descrito en 1857 en gusanos de
seda; desde entonces estos parasitos han sido responsables de grandes pérdidas
econdmicas en la industria del salmén, gusano de seda y abejas, aunque también han
sido benéficos como agentes de control bioldgico en algunas plagas causadas por
saltamontes y cigarras (1).

El primer caso de microsporidiosis humano fue reportado en 1959 y desde
entonces sélo se habian documentado casos esporadicos de esta infeccidn, hasta
1985 cuando fue encontrada una nueva especie, Enterocytozoon bieneusi, como
causante de infecciéon en un paciente francés con SIDA (5, 20). Desde entonces, y
debido la pandemia de SIDA muchas infecciones por microsporidios han sido
documentadas alrededor del mundo. En la actualidad estos parasitos son
reconocidos como agentes patbgenos comunes en pacientes infectados con HIV (2,
23-26, 28-41, 60). Originalmente se pensaba que estos parasitos eran patégenos
oportunistas exclusives de pacientes con SIDA, pero recientemente se han

documentado casos de microsporidiosis en pacientes inmunocompetentes (6-9).

Estos parasitos son ubicuos en la naturaleza y se encuentran distribuidos
alrededor del mundo. Muchas especies que infectan humanos también pueden




12

infectar animales, incluyendo pericas, perros domésticos, conejos y monos rhesus
(20).

La prevalencia de la microsporidiosis intestinal entre pacientes infectados con
VIH se encuentra en un rango del 10-30 por ciento, y es causada principaimente por
E. bieneusi (3, 7). Estudios recientes indican que E. bieneusi también puede producir
diarrea en pacientes inmunocompetentes, como el caso documentado de un paciente
viajero no infectado con HIV y que presentd diarrea aguda autolimitante causada por
este parasito (7). Bretagne et al. realizaron un estudio en 1993 para determinar la
prevalencia de esporas en infantes africanos sin infeccién por HIV y encontraron 8
casos positivos de 990 estudiados (0.88 %) (8).

Un estudio realizado recientemente en Guatemala sobre la prevalencia de
microsporidios en pacientes con SIDA que acuden al Hospital Roosevelt, indica que

estos parasitos son causantes del 1 por ciento de diarrea en esta poblacién (70).

Los datos de prevalencia sobre microsporidiosis diseminada en pacientes
infectados con VIH son desconocidos, pero se han reportado casos de este tipo de
infeccidn producida principalmente por E. cuniculi (38, 39). Otro tipo de patologias que
producen los microsporidios incluye la keratoconjuntivitis en pacientes con SIDA
producida por E. hellem (31, 35) y microsporidiosis ocular producida por especies de
los géneros Nosema y Vittaforma (4, 42).

La microsporidiosis es una infeccién que se transmite principalmente por via
feco-oral, las esporas son excretadas en las heces de las personas infectadas, esta

infeccién produce una diarrea servera que puede durar varios dias o semanas (1).

En Guatemala las enfermedades diarréicas afectan principalmente a los nifios
que viven en areas marginales, donde no cuentan con necesidades basicas como los
son el agua, vestuario, vivienda, servicios sanitarios. Estos factores junto con una

alimentacién escasa e inadecuada y poca higiene producen deficiencias nutricionales

y por lo mismo los hace ser mas propensos a padecer enfermedades intestinales con
frecuencia (10).
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F. Tratamiento

El albendazol es la droga mas utilizada para el tratamiento de infecciones de
varias especies de microsporidios. Este medicamento actia como inhibidor del
microtdbulo (tubulina), se administra en dosis de 400 mg/kg de peso por 2 a 4
semanas, aunque se ha reportado que tiene poco efecto contra las infecciones
causadas por E. bieneusi (74, 75). La fumagalina un antibitico derivado del
Aspergillus fumigatus, interferiere en la sintesis de proteinas, siendo altamente
efectiva contra las infecciones por microsporidios y se utiliza en forma tépica en
infecciones oculares causadas por especies de Encephalitozoon (74, 76). El uso oral
de la fumagalina en infecciones sistémicas es sumamente toxico y puede causar
trombocitopenia severa, por lo que su uso ha sido descontinuado (77). Un analago de
la fumagalina, el TNP-470, demostrd ser menos téxico y en estudios realizados en
pacientes con tumores, se encontrd que inhibe la replicacion in vifro de
Encephalifozoon intestinalis y Vittaforma comeae (74, 78). Otras drogas que han sido
utilizadas para el tratamiento de la infeccioén, pero con resultados variables, incluyen el
metronidazol, furazolidona, azitromicina, itraconazol y sulfas (79, 80).
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IV.  JUSTIFICACION

Los microsporidios son parasitos intracelulares obligados que fueron reconocidos
recientemente como patégenos importantes capaces de producir diarrea cronica en
hospederos inmunocomprometidos. La microsporidiosis es considerada una infeccion
emergente verdadera y es transmitida principalmente por via feco-oral.

En Guatemala las enfermedades diarréicas afectan principaimente a los infantes
que habitan en areas marginales, donde las necesidades basicas como alimentacion,
agua, vivienda y servicios sanitarios son escasas 0 muchas veces nulas. Existen
areas rurales donde se han realizado estudios para determinar la epidemiologia de
diarrea persistente en infantes. En estos estudios se han descrito infecciones
intestinales causadas por 1, 2, 3 6 mas bacterias, parésitos y virus simultdneamente
(10), por lo que es factible encontrar a los microsporidios en las muestras de heces
recolectadas.

La posibilidad de analizar colecciones de muestras de heces conservadas en
congelacién de hace dos décadas, permitid conocer si este parasito estaba presente
sin haber sido detectado, o si el mismo en realidad es un patégeno emergente que no
se encontraba presente en esta poblacion a finales de los afios ochentas. Para
investigar la presencia de microsporidios, fas muestras de heces se analizaron por
técnicas de tincion y Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (52, 68).




V. OBJETIVOS

General

¢ Investigar la presencia de Microsporidios en muestras de heces
preservadas en congelacion.

Especificos

¢ Implementar y estandarizar técnica de Reaccidbn en cadena de la
polimerasa para investigar la presencia de Microsporidios en muestras de
heces preservadas por congelacion.

¢ Implementar y estandarizar las técnicas de tincién Calcofluor y Tricrémica
Modificada para investigar la presencia de Microsporidios en muestras de
heces preservadas por congelacion.

¢ Determinar la presencia de Microsporidios en muestras de heces
preservadas por congelacion por el método de Reaccién en cadena de la
polimerasa y las técnicas de tincién Calcofluor y Tricromica Modificada
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Vi.  HIPOTESIS

Los microsporidios no se encontraban presentes en la poblacion rural
guatemalteca de Santa Maria de Jesus a finales de los afios ochenta.

PROPIEDAD DE LA UMIZRSINAN OF S3K CARLOS DE GUATEMALA
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VI. MATERIALES Y METODOS

A Universo de Trabajo

Las muestras pertenecen a una poblacién de 370 nifios desnutridos de 0-5
afos de edad de la poblacion de Santa Maria de Jesus del Departamento de
Sacatepéquez.

Muestra

Cien muestras de la coleccion de heces conservadas en congelacion, a -20°C
preservadas en medio de transporte para virus. Las muestras fueron utilizadas en un
estudio prospectivo longitudinal para determinar agentes causales de diarrea en el
periodo comprendido entre marzo de 1987 a febrero de 1989. De esta poblacion se
cuenta con una ficha de registro, la cual incluye pardmetro como la talla, edad, medida
antropométricas, estado de salud; asi como las caracteristicas de las heces,
(consistencia, moco, sangre, parasitos etc.).

B. Recursos

B.1  Humanos:
Yulma Carina Espina Sandoval (Tesista)
Lic. Rafael Pratdesaba (asesor)

B.2 Materiales

B.2.a Tinciones
Viales de 1 dracma
Laminas portaobjetos
Palillos de madera
Pipetas seroldgicas de 1.0 ml
Tips para volumen de 1.0 mi
Crayédn laminador
Erlenmeyer
Probetas
Beakers

Frascos de vidrio obscuro de 250 y 500 m.




B.2.b

B.3
B.3.a

Capsula de porcelana
Pistilo

Papel aluminio

Papel parafinado

PCR
Tubos eppedorff de 1.5 ml
Tubos eppedorff de 1.0 ml estériles

Pipetas serolégicas de 0-20 ul, de 10-200 ul 100-1000 ul.

Tips para volumenes de 0-200 ul, 1,000 ul
Frascos de vidrio de 250, 500 y 1,000 mi estériles
Erlenmeyer

Beakers

Probetas

Pinzas

Tijeras

Sacabocado

Gradillas para tubos eppendorf

Papel encerado

Papel secante 9 X 10.5 cm

Maskin tape

Equipo

Tinciones

Microscopio de luz
Microscopio de fluorescencia
Congelador a —20°C
Mechero

Balanza analitica

Potenciémetro
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- B.3b PCR
Termocictador Perkin Elmer
s Camara de electroforesis Biorad

Fuente de poder Biorad

Transiluminador de Luz ultravioleta Biorad
Cémara polaroid Kodak

Incubadora

Congelador a ~20° C

Agitador tipo vortex

Balanza analitica

Potenciometro

Centrifuga para tubos eppendorff

B.4  Reactivos
B.4.a Tinciones
Acido acético glacial
Acido clorhidrico 1.0 M
Alcohol etilico al 90 por ciento
Alcohol etilico al 95 por ciento
Alcohol etilico al 100 por ciento
Agua destilada
Acido fosfotingstico 0.7 por ciento p/v (Fisher, Fairlaw)
Anilina azul 0.5 por ciento p/v (Fisher, Fairlaw)

- Azul de Evans 0.1 por ciento p/v (Sigma Chemical)
Calcofluor Blanco M2R 0.5 por ciento p/v (Sigma Chemical)
Cromotropo 2R 6 por ciento p/v (Sigma Chemical)
Metanal absoluto
Xileno

B.4b PCR
Trizma Base
Acido Clorhidrico concentrado
. EDTA (Acido etilendiamintetracético) 0.1 mM

20
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Acido borico 0.9 M
. Cloruro de Sodio 0.1M
Agarosa al 1.5 por ciento
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 20 por ciento
Solucién de lavado FTA (Fitzco Inc.)
Solucién EDTA 0.5 M pH 8.0
Solucién Tris.HCL 1M pH 8.0
Solucién de lavado Tris.HCL 10mM pH 8.0
Solucién de lavado Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X pH 8.0
Solucién de lavado Trisborato de EDTA (TBE) 1 X pH 8.0
Agua estéril
Enzimas y soluciones para PCR (solucion buffer Tris-HCL 10mM pH 9.0,
Cloruro de Magnesio 1.5mM, Dinucleétidos 0.2 mM dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, Taq polimerasa 0.25U/ul( Promega Madison, WI), Diluyente de Tag.
Leche descremada en poivo al 10 por ciento, aceite mineral).
Filtros FTA (Fitzo Inc.)
Bromuro de etidio 0.2 ul/ mi
Cebadores: Universales: Micro F 0.06 uM (6-CACCAGGTTGATTCTGCCTGA-
3), Micro R 0.05 uM (5-TAATGATCCTGCTAATGGTTCTCCAAC-3).

Especificos: Enterocytozoon bieneusi EBIEF1 (5-
CACCAGGTTGATTCTGCCTGA-3) y EBIER (5~
CAATGCACCACTCCTGCCATT-3), Encephalitozoon cuniculi ECUNF1 (5-
ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3) Y WCUNRT (5-
TGCCATGCACTCACAGGCATC-3) Encephalitozoon hellem EHELF1 (5-
TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA-3) y WHELR1 (5~

GTAAAAACACTCTCACACTCA-3).

C. Métodos
C.1 Tinciones
C.1.a Tricrémica Modificada
Se fijaron los frotes de heces con metanol por 5 minutos.
- Se agrego solucidn cromotropo 2R por 30 min a 37°C
Se lavo con alcohol acido por 10 seg
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Se lavé con alcohol etilico al 95% por 10 seg
Se lavé con alcohol etilico al 95% por 5 min
Se lavé con alcohol etilico al 95% por 5 min
Se lavé con alcohol etilico al 100% por 10 min
| Se lavo con xileno por 5 min
) Se dejaron secar los frotes y se observaron al microscopio en el objetivo 100 x
Los microsporidios se observaron como estructuras ovaladas rosado brillante
C.1.b Calcofluor Blanco M2R
Se fijaron los frotes de heces con metanol absoluto por 5 minutos
Se agregd 1 a 2 gotas de la solucién de Calcofluor M2R
Se lavo los frotes suavemente con agua
Se agreg6 Azul de Evans al 0.1% por 1 min a temperatura ambient
Se lavo con agua y se dejo secar al aire
Se observo en el microscopio de fluorescencia en el objetivo 100 x

C.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
C.2.a Aislamiento de ADN de microsporidios de las heces (68).
Preparacion, obtencién y purificacion del ADN
& Se homogenizd la muestra y se tranfiri6 1 ml a un tubo de microcentrifuga
& Se centrifug6 a 14,000 rpm por 2-3 minutos
® Se descartd el sobrenadante
® Se lavé 6 veces en agua destilada centrifugando a 14,000 rpm por 3
minutos cada vez

Se decant6 el sobrenadante y resuspendi6 el sedimento en 10-500 ul de

agua destilada dependiendo del tamafio del sedimento

® Se resuspendi6 la muestra y homogenizé en agitador tipo vortex

& Se transfirid 5 ul de muestra a los fitros FTA para romper la espora y
atrapar el ADN.

@ Se colocaron los filtros con las muestras sobre una placa caliente a 60°C

por 15 minutos colocando una hoja de papel secante entre la muestray la

placa para evitar que se quemara




23

Se colocaron los filtros con las muestras a un recipiente plastico y se
realizaron dos lavados con agitacion y con solucién de lavado FTA por
dos minutos cada uno.

Se realizaron dos lavados con agitacién y con soluciéon de lavado TE de
dos minutos cada uno

Se colocaron en la placa caliente durante 45 minutos.

Se separaron con un sacabocados el filtro con la muestra y se colocaron
en un tubo para PCR.

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar la amplificacion del ARN ribosomal de los genes de
microsporidios, se utilizaron cebadores seleccionados de secuencia
conservada para el phylum Microspora. Las secuencia de estos cebadores
son: Micro F (5-CACCAGGTTGATTCTGCCTGA-3) Micro R (5-
TAATGATCCTGCTAATGGTTCTCCAAC-3), con esto se obtiene un producto
de 1,300 pares de bases (pb). Si alguna de las muestras resulta positiva con
estos cebadores, se utlizaran cebadores especificos para la identificacion de
género y especie. Las especies importantes en humanos se detectan con las
siguientes secuencias:

& Enterocytozoon bieneusi EBIEF1 (5-CACCAGGTTGATTCTGCCTGA-3) v
EBIER (5-CAATGCACCACTCCTGCCATT-3), con ésto se obtiene un
producto de 607 pb.

Encephalitozoon cuniculi ECUNF1 (5-ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3)

Y WCUNR1 (5-TGCCATGCACTCACAGGCATC-3) con ésto se obtiene un

producto de 549 pb.

Encephalitozoon hellem EHELF1 (5-TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA-3) y

WHELR1 (6-GTAAAAACACTCTCACACTCA-3) con lo que se obtiene un

prodcuto de 547 pb.

La amplificacion genética por PCR se realizé6 en reacciones de 100 ul
conteniendo 2 ul de leche descremada al 10%, 2 ul del cebador MicroF
0.05 uM, 2 ul del cebador Micro R 0.05 uM, 2 ul de los dinucleétidos 0.2 mM,
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10 ul de Tris-HCL 10mM pH 9.0, 8 ul de MgCl, 1.5 mM, 1 ul de Taq DNA
polimerasa,73 ul de agua estéril para PCR, aproximadamente 100 ng de DNA
gendmico y 100 ul de aceite mineral. .
& Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador Perkin Elmer. Se
efectuaron 35 ciclos con el perfil siguiente:
® 30 segundos a 94 °C
& 30 segundos a 55°C
®m 90 segundos a 72°C
® al terminar los 35 ciclos se realizd una extensiéon a 72°C por 10 minutos
& La electroforesis se realizd en geles con 1.5 por ciento de agarosa en TAE
1X con 2.0 ul de bromuro de etidio/100ml. Se utilizaron alicuotas de 5 ul
de los productos y se visualizaron los productos con un transilumador UV.
& Elresto de los productos de PCR se refrigeraron a 4°C.
® En el ensayo se incluy6é como control positivo esporas formalinizadas de E.
cunniculi , cultivadas en células RK13, donadas por la Dra. E. Didier, y
como control negativo agua estéril. Ademas, la muestra se corrié por
duplicado, inoculando una de ella con esporas provenientes del cultivo
celular, para utilizarse como control positivo de la muestra. Esto evidenci
la presencia de inhibidores presentes en la muestra.




Viil. DISENO DE INVESTIGACION
. A. Tipo de Estudio
Es un estudio descriptivo de corte transversal, para determinar la presencia de
microsporidios en muestras de heces preservadas en congelacion, pertenecientes a
nifios de 0-5 aflos de la poblacidn de Santa Maria de Jesus, del departamento de
Sacatepéquez

B. Tipo de Muestreo

Se seleccionaron de forma aleatoria muestras fecales (diarreicas y no
diarreicas) correspondientes a 100 nifios de una coleccion de muestras de heces de
370 nifios de 0-5 aflos de la poblacion de Santa Maria de Jesus, del departamento de
Sacatepéquez.

De acuerdo al disefio experimental sugerido por el departamento de
estadistica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, se utilizé la siguiente
formula para calcular el tamafio de muestra:

_paNC?
N 3 d? p=0.5 d’= error (90% de
1+1 | _pgNC?- g=0.5 precision y 10%
de
N q’ error

NC=90%=1.645

(0.5) (0.5) (1.645)°
N = (0.1)°
1+—1-| (0.5) (0.5) (1.645)° -
370 0.12
El N obtenido de esta forma es de 57 nilos como minimo

= 87

C. Seleccion de la. muestra: Se analizaron 100 muestras de heces diarréricas y
. no diarréicas pertenecientes a la coleccién mencionada anteriormente.

- D. Andlisis de Resultados: Cohcordancia muitiple con Kappa.
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IX. RESULTADOS

Se analizaron un total de 100 muestras de heces preservadas en
congelacién colectadas en Santa Maria de Jests en 1987-1989.

Las muestras se analizaron utilizando las coloraciones Tricrdmica
Modificada y Calcofluor, y por el método de Reaccidon en Cadena de
Polimerasa (PCR) con filtros FTA.

Se realizé la implementacion y estandarizaciéon del PCR y se utilizaron
como controles positivos, cultivos celulares de microsporidios y como controles
negativos agua de PCR o estéril.

Para la estandarizacién del PCR se corrieron 15 muestras de heces al
azar, provenientes del estudio y se corrieron por duplicado, el duplicado de la
muestras se inoculd con mas de 10° esporas de microsporidios/ul,para
garantizar que el resultado fuera positivo, y una vez estandarizada la técnica
se procedid a correr el resto de las muestras (fig 1).

En todos los geles corridos se incluyeron por lo menos un control
positivo y uno negativo para garantizar que la corrida habia estado bien.

En las técnicas de tincién se utilizaron como controles positivos esporas
de microsporidios provenientes de cultivos celulares (fig, 2 y 3). Se utilizaron
dos tipos de controles, siendo estos los siguientes:

1) Se inocularon 20 ul del cultivo a una muestra de heces tomada al azar, se
realizaron frotes y se tifieron con las tinciones mencionadas

2) Se tomaron 20 ul del cultivo, se realizaron frotes y se tifieron con las
coloraciones mencionadas.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

A. PCR-Filtros FTA: No se logré detectar ADN de esporas de

microsporidios.

B. Técnicas de Coloracién:

B.1 Tricromicas Modificada: No se logré identificar esporas de microsporidios

en ninguna de las muestras observadas.

B.2  Caicofluor: No se logré identificar esporas de microsporidios en
ninguna de las muestras observadas.




X. DISCUSION DE RESULTADOS

Se analizaron 100 muestras de heces basandose en lo establecido en inciso
ViiI. B.

La microsporidiosis es considerada a nivel mundial como una enfermedad
emergente verdadera y ha sido investigada en diferentes poblaciones, ya que se han
reportado casos de la infeccibn en pacientes con inmunosupresion diferente a la
causada por el SIDA, asi como en pacientes inmunocompetentes. Bretagne ef al,
encontraron una prevalencia de 0.88 por ciento (8 casos positivos de una poblacién
de 900 niflos) de esporas de microsparidios encontradas en muestra se heces de
infantes africanos sin infeccién por VIH (8).

En las muestras analizadas en el estudio no se determiné la presencia de
esporas de microsporidos, y tampoco se detectd ADN, con ésto se puede inferir que
las microsporidiosis no estaban presentes en la poblacion analizada, por lo tanto
estos parasitos no pueden considerarse como agentes causales importantes de
diarrea en los nifios de esta comunidad en los aflos de 1987 a 1989.

El diagndstico de 1a microsporidios ha avanzado en las Gltimas décadas, a la
fecha se cuentan con técnicas de tincién que son sumamente sencillas de realizar, y
permiten observar por medio de microscopio las esporas de los parasitos,
especiaimente en muestras de heces, evitando asi el uso de técnicas invasivas para
adquirir muestras. Al mismo tiempo se han elaborado técnicas moleculares como la
Reaccion en cadena de la polimerasa que detecta el ADN del parasito y determina
género y especie de organismos.

La técnica de‘ PCR utilizada en el estudio (68), resuitd ser muy simple, sencilla
y rapida de utilizar en muestras de heces. El método se basa en la extraccion de
ADN a través de filtros, se colocan alicuotas pequefias de la muestra ya centrifugada
en los filtros, las esporas quedan atrapadas, son expuestas al calor permitiendo de
esta manera el rompimiento de la espora y la siguiente liberacion del ADN; los
interferentes que puedan haber en las muestras son removidos con soluciones
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de lavados y el método requiere de 4 a 6 horas méaximo para su realizacion. Esta
técnica tiene muchas ventajas sobre el método convencional, el cual es muy
laborioso, requiere de 24 a 48 horas para su realizacién y cuando se utiliza en
muestras de heces es necesario emplear métodos severos de rupturas quimicas para
extraer el ADN de las esporas, la taq polimerasa se ve afectada por la presencia de
inhibidores que puedan haber en las muestras, puede perderse ADN en las
extracciones, y se requiere de la preparacién de muchas soluciones.

Para la estandarizacién del método se tomaron al azar 15 muestras de heces
del estudio, se corrieron por duplicado, al duplicado se le agregaron 10° esporas de
los cultivos de microsporidios contados con camara de Newvauer, para garantizar
que el resultado fuera positivo y al mismo tiempo evidenciar la presencia de
inhibidores en las muestras, ya que si la muestra resultaba negativa y el control
inoculado también, era signo de algun tipo de problema en la técnica. Elresto de las
muestras de heces fueron analizadas hasta que los resultados de la estandarizacion
fueron satisfactorios. En el gel se incluyeron siempre un control positivo y un control
negativo para garantizar la corrida, ya que factores como temperatura, tiempo de
reacciéon, contaminacion de reactivos y muestra, presencia de inhibidores en la
muestras, estabilidad de la enzima y utilizacién de reactivos inadecuados, pueden
afectar la reaccién. En el caso de estos experimentos, el control negativo siempre
resulté negativo y el control positivo siempre resulté positivo, por lo que se puede
garantizar que todas las muestras fueron realmente negativas.

Respecto a los métodos de coloracién empleados, la técnica de coloracion de
Calcofiuor, es la que se utiliza normaimente como método de tamizaje para
determinar la presencia de las esporas de los parasitos, las cuales deben confirmarse
con otra coloracion (52). El calcofluor reacciona con la quitina presente en la pared
celular de las esporas y se produce una fluorescencia que se detecta en una
microscopio con un fitro de 435-450 nm. La coloracién es sumamente sencilla de

realizar, rapida (7-10 minutos) y los reactivos pueden obtenerse por catdlogo. A
pesar de esto, la técnica tiene la desventaja de requerir un microscopio de
fluorescencia para hacer las observaciones de los frotes. De las muestras analizadas
- en ninguna se observaron esporas del parasito.
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La tincion de tricromica modificada, es utilizada usualmente para confirmar la
presencia de esporas después de haber tamizado con otra coloracion como
caicofluor. Esta coloracion es més complicada de realizar y requiere
aproximadamente de 60-70 minutos, pero no requiere equipo especial, solamente
una incubadora a 379C, los reactivos pueden comprarse en Guatemala, aunque
algunos son solo bajo pedido. La desventaja que tiene es que deben tedirse un
minimo de 5 frotes al mismo tiempo. En este caso, en ninguna de las muestras se
observaron esporas de microsporidios.

Para asegurar la calidad de las técnicas y de los reactivos utilizados, se
inocularon en cinco muestras del estudio tomadas al azar, esporas de los cultivos
celulares empleados en la técnica de PCR (esporas de E. cunniculi). Se realizaron

frotes de la mismas y se utilizaron como controles positivos.
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Xi. CONCLUSIONES

Los microsporidios no estaban presentes en las muestras de heces conservadas
en congelacion de la poblacién de infantes de Santa Maria de Jesus, recolectadas
en 1987-1989.

La microsporidiosis no es una enfermedad que haya estado presente hace mas de
una década entre los nifios de la poblacién de Santa Maria de Jesus.

Los microsporidios no pueden ser considerados como agentes causales de
diarrea en la poblacién de niftlos estudiada.

La técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) es facil y rapida para
diagnosticar la enfermedad.

La técnica de tincién Calcofiuor es la mas sencilla y rapida de realizar, sin embargo
requiere de un microscopio con filtro de 435-450 nm.

La técnica de tincién de Tricrémica modificada no requiere de equipo especial para
su realizacién, sin embargo es mas tardada y deben teflirse un minimo de 5 frotes.
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Xil. RECOMENDACIONES

Estudiar la presencia de microsporidios en poblaciones mas grandes y estudios
y durante mayor tiempo, para poder analizar efectos como precipitacion pluvial,
presencia de animales, cambios en temperatura, etc.

Incluir el diagnéstico de microsporidiosis en muestras de heces por métodos de
tincién tricrémica modificada y calcofluor en los laboratorios de los principales
hospitales nacionales.

Capacitar al personal de laboratorio de los principales hospitales del pais en el
diagnéstico de microsporidios por métodos de tincion en muestras de heces.

Utilizar la técnica de PCR como método de confirmacion de microsporidiosis ya
que es mas especifica que determina género y especie de los parasitos.
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XIV.ANEXOS

1.3 Kpb

1000 pb

Figura No. 1 Gel correspondiente a las primeras muestras del estudio inoculadas
con un control de esporas de E. cuniculi para la estandarizacion del método PCR.

Pozo Muestra Pozo - | Muestra

1 NA* 11 4

2 Estandar(ADN) 12 5

3 Cirol Neg 13 5

4 17%% 14 6”

5 1 15 6

) 2 16 7

7 2 17 7

8 3 18 Ctrol Pos”
Q 3 19 Estandar(ADN)
10 4 20 NA*

*No se aplicd muestra.
** Los nimeros acomparnados del apdstrofe (*) senalan las muestras
que fueron inoculadas con esporas para servir como control,
. Los nimeros sin apéstrofes sefalan las muestras fecales sin inocular
» artificialmente.




Figurar No: 2 Microsporidios tenidos con fincidn fricrémica (esporas tenidas de rojo).

Figura No. 3 Microsporidios-teiidas-can Calcofltar (esporas fluorescentes tenidas de color azul)-
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