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Anexo No. 4
Tinciones de esporas de microsporidios
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1. RESUMEN

La desnutricion infantil sigue siendo uno de los principales problemas de Guatemala. La
mayoria de los nifios con desnutricion moderada y severa padecen de muchas complicaciones
entre las que se encuentran diarrea y malabsorcidn que pueden ser causadas por diversos
microorganismos como bacterias, parasitos y virus. Sin embargo, a pesar de diagnosticos por
métodos estandar, hay ocasiones en las que no se encuentra ninguno de los microorganismos

o bien el paciente esta bajo tratamiento antimicrobiano y la diarrea y malabsorcion persisten.

En esta investigacién se considerd importante la busqueda de microsporidios, parasitos
relativamente nuevos para el humano que podrian estar involucrados en la infeccién intestinal
de los nifios desnutridos, causandoles episodios de diarrea. Como estos parasitos no son
ampliamente conocidos, se evaluaron las tinciones disponibles para escoger la mejor e
implementarla en el diagndstico rutinario de laboratorio en nuestro medio. Para realizar lo
anterior se escogieron cuatro tinciones: tincion tricromica modificada, Gram-cromotropo 2R,
calcoflior y Kinyoun modificado. Las tres primeras tinciones ya se han utilizado para el
diagndstico de microsporidios, y la Ultima, se deseaba probar con el objeto de obtener dos

resultados en una sola tincion: coccidios y microsporidios.

El muestreo se realizd en la pediatria del Hospital General San Juan de Dios y en la
Colonia Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez. Se recolectaron un total de 107
muestras de nifilos que se encontraban entre las edades de 11 a 48 meses. A todas las
muestras recolectadas se les hizo un analisis de parasitos, coccidios y microsporidios. Los
resultados mostraron que el parasito encontrado con mayor frecuencia fue Cryptosporidium
parvum, seguido por Blastocystis hominis. Ademas es importante mencionar que muchos de
los nifios tenian abundantes levaduras, lo cual indicaba un posible problema inmunoldgico a
nivel del sistema gastrointestinal (27). No se encontré microsporidios en las muestras
recolectadas, a pesar de eso se realizd la comparacion de las tinciones propuestas en la
investigacion. Para ello se realizé la contaminacion de muestras de heces con cinco diferentes
concentraciones de esporas de microsporidios, éstas fueron tefiidas y observadas por las cuatro
tinciones a comparar, con el objetivo de determinar la cantidad minima de esporas que es
detectada por cada tincion utilizada en este estudio. En esta parte fue eliminada la tincidon de
Kinyoun modificado para el diagndstico de microsporidios, pues no se observaron las esporas

de estos parasitos en ninguna de las concentraciones realizadas. A partir de esto se escogieron



dos concentraciones de esporas para contaminar las muestras de heces y con ellas se realizé la

comparacion entre las tinciones de Gram-cromotropo 2R, tricrdmica modificada y calcofllor.

Las tinciones de Gram-cromotropo y tricromica modificada dieron resultados muy
parecidos, sin embargo, la tincion tricrdmica tiene algunas ventajas en cuanto a la coloracidon
de las esporas de microsporidios, pero la tincion de Gram-cromotropo consume mucho menos
tiempo que la tricromica modificada. La tincion de calcoflior es rapida y sencilla y demuestra
mejores resultados que las otras dos, por lo cual si puede ser usada como un método
confirmatorio, pero sus desventajas son que los reactivos son relativamente costosos, no se

encuentran a la vente localmente y se requiere de un microscopio de fluorescencia.



2. INTRODUCCION

La diarrea es una de las causas principales de mortalidad infantil en Guatemala. En la
edicion de 1998 de Salud en las Américas las diarreas en nifios menores de cinco afios

ocuparon el segundo lugar como causa de mortalidad con un 24.3 por ciento(1-3).

Guatemala es un pais en donde hay escasas medidas higiénicas debidas en gran parte a
la baja cobertura de abastecimiento de agua, que es de 57 por ciento en total (87 por ciento en
poblacion urbana y 40 por ciento en el sector marginal urbano, del cual solamente el 4.5 por
ciento tiene conexiones domiciliarias). La cobertura de saneamiento es el 75 por ciento, pero en
el area urbana las aguas negras solo se evacuan mediante alcantarillado en el 82 por ciento de
la poblacién, en el area rural solamente el 51.6 por ciento tienen letrinas. Ademas, solamente
el 20 por ciento de las plantas de tratamiento de agua son funcionales. Es necesario agregar

también que en la poblacién urbana sélo el 45 por ciento del agua es clorada (4).

Sumado a todo lo anterior, aproximadamente el 41.2 por ciento de los nifios padecen
desnutricién aguda moderada o grave y se encuentran predispuestos a adquirir infecciones de
cualquier tipo de microorganismos patégenos incluyendo parasitos oportunistas los
microsporidios (5-10).

Los microsporidios son parasitos protozoos intracelulares obligados capaces de infectar
a muchos invertebrados y a las cinco clases de vertebrados. Se encuentran clasificados en el

subreino protozoa dentro del phylum Microspora (11).

A partir de 1985 se descubrié que estos parasitos causan enfermedades en pacientes
con SIDA y desde entonces a las especies Enterocytozoon bieneusi y Encephalitozoon
intestinalis se les atribuye la diarrea crénica, malabsorcion y severa pérdida de peso que sufre
un elevado porcentaje de los pacientes con SIDA. Estos parasitos son asociados también con la
desnutricién. Entre los microsporidios se encuentran también otras especies E. hellem, E.
cuniculi que causan infeccidén diseminada (incluyendo a E. intestinalis), Vittaforma corneae y

Nosema ocularum se han encontrado causando problemas en el estroma de la cérnea (5-9).

Para realizar el diagndstico de estos parasitos se utilizan diversas técnicas que incluyen:
tinciones para tejidos y fluidos corporales que pueden observarse en un microscopio de luz con

objetivo de inmersién, pruebas seroldgicas, PCR para fluidos y biopsias; y para confirmar se



utiliza la microscopia electronica (6,12-18). Con respecto al tratamiento, se utiliza albendazol
para las especies que producen infeccidon intestinal pero soélo actla eficientemente contra E.
intestinalis (8,19-21).

En esta investigacion se determind la presencia de microsporidios en nifios de
Guatemala que tienen desnutricion moderada o severa que son evaluados en la pediatria del
Hospital General San Juan de Dios y en la Ciudad Infantil del Club de Leones de San Juan

Sacatepéquez.

Se utilizaron tres técnicas de tincion de esporas entre las que se encuentran: Tricromica
modificada, Kinyoun modificado y Gram-cromotropo, las cuales se compararan contra la tincion
de calcofluor que es el método que se usa como referencia. El proposito de la comparacion fue

evaluar las caracteristicas y ventajas de cada coloracion.



3. ANTECEDENTES

3.1 DESNUTRICION PROTEICO-ENERGETICA

Los estudios nacionales sobre el consumo de alimentos son muy escasos, en particular
para los nifios menores de seis afios de edad, lo que restringe el andlisis causal sobre
disponibilidad y consumo real de alimentos en este grupo de edad, mas aun si se tienen en
cuenta las restricciones impuestas por las politicas de ajuste que afectan primordialmente a los
grupos de bajos ingresos. Al realizar la evaluacidon nutricional del nifio menor de cinco afios se
observa la tendencia ascendente de la desnutricién aguda (peso para talla) la cual casi se ha
triplicado en los ultimos afios (4,10,22).

Los datos basicos para hacer la evaluacion del estado nutricional de un nifio son: la
edad, el peso, la talla o longitud y el sexo. Para obtener informacidon confiable y valida es
indispensable: obtener la edad exacta del nifio, dominar la técnica de toma de peso, talla y
longitud, contar con personal capacitado y estandarizado, y contar con el equipo necesario en
buen estado (23).

El diagndstico antropométrico nutricional se basa en valores de referencia, indicadores y
puntos de corte diversos a nivel clinico y poblacional. Los indicadores de salud y nutricién son
mediciones u observaciones, que en forma indirecta reflejan el grado de la malnutricién. El
diagndstico antropométrico del estado nutricional comprende el andlisis de dimensiones
corporales diversas, y cada una de ellas suministra una parte de la informacién necesaria
(10,24).

3.2 NUTRICION, INMUNIDAD E INFECCION

La infeccion y la mala alimentacion son problemas que con frecuencia coexisten. Para
poder explorar esta interaccién entre la infeccion y la nutricidn, resulta Gtil tomar el modelo
epidemioldgico (agente, hospedero y ambiente) donde la actividad del agente patégeno sélo es
uno de los tres elementos que constituyen el complejo etioldgico en el que, ademas,
intervienen las caracteristicas del hospedero y los factores ambientales, por lo que ni la
presencia de un agente infeccioso ni la carencia de un nutrimento bastan por si solos, para

determinar la apariciéon de una enfermedad infecciosa (27).



Cada dia se esta en contacto con un enorme nimero de diversos microorganismos. Sin
embargo, la mayor parte de veces no se desarrolla la enfermedad infecciosa. Esta proteccion
relativa a los agentes patdgenos estd dada tanto por mecanismos no especificos como por
defensas especificas. Cuando una o mas de estas defensas del hospedero se alteran, a menudo
se produce un aumento en la frecuencia y gravedad de los procesos infecciosos en el individuo
afectado (27).

Las defensas inespecificas del organismo son piel, mucosas y fagocitos, mientras que
las defensas especificas son la inmunidad humoral representada por los anticuerpos (IgG, IgM,

IgA, IgE e IgD) vy la inmunidad mediada por células representada por los linfocitos T (27).

Para producir las células y las sustancias que son responsables de defender al
organismo éste requiere (al igual que para cualquier otra sintesis) de materias primas que
estan constituidas por nutrimentos, los cuales cumplen tanto funciones plasticas como
energéticas o cataliticas, dependiendo del nutrimento y de la circunstancia de que se trate. Asi,
es de esperar que una reduccion en la ingestion de nutrimentos se acompafie de alteraciones
en la respuesta inmune. La magnitud de la incapacidad inmunoldgica dependera del tipo de
carencia de nutrimentos involucrados, de las interacciones con otros nutrimentos, de la
severidad de la deficiencia, la presencia de infecciones agregadas y de la inmunidad propia del
sujeto (27).

Todo lo anterior es importante porque habitualmente se ilustra la interaccion entre
inmunidad y nutricion con estudios hechos en sujetos severamente desnutridos, lo que tiende a
favorecer la creencia de que sélo en estas condiciones se da la interaccion antes mencionada.
Pero es factible encontrar alteraciones de la respuesta inmune mucho antes aun de que se

muestren evidencias clinicas de desnutricién (27).

La desnutricion generalmente es una enfermedad resultante de multiples carencias
nutricionales por lo que es frecuente encontrar diversas alteraciones en la respuesta inmune,

que incluyen tanto los mecanismos especificos como los inespecificos (27).

En la desnutricion proteico-energética (DPE) se dan desordenes en el sistema
inmunitario (sobre todo en la DPE moderada y severa), que hacen que el paciente desnutrido
esté susceptible a las infecciones (respiratorias, gastrointestinales, etc.) tanto de patdgenos

como de microorganismos oportunistas. Hay diversos cambios en la estructura de las células



absortivas del intestino y en la mayor parte de pacientes se presenta diarrea, que puede estar
relacionada con los siguientes microorganismos: Shigella sp, Salmonella sp, Campylobacter
jejuni, Clostridium difficile, Vibrio cholerae, Escherichia coli enteropatégena, enterotoxigénica,
enteroinvasiva y enterohemorragica, Yersinia enterocolitica, Aeromonas sp y Plesiomonas sp,
rotavirus, astrovirus, adenovirus, helmintos, coccidios y otros protozoos. Ademas, entre éstos
hay que mencionar a algunos parasitos que son oportunistas o producen diarrea autolimitante
en algunos pacientes como: coccidios (Isospora belli, Cryptosporidium parvum, Cyclospora
cayetanensis) y microsporidios (Enterocytozoon bieneusi y Encephalitozoon intestinalis)
(1,2,27-31).

3.3 MICROSPORIDIOS

A. CARACTERISTICAS GENERALES

Los microsporidios son parasitos protozoos intracelulares obligados, formadores de
esporas. Son capaces de infectar a muchos invertebrados y a las cinco clases de vertebrados
(32). Fueron identificados en 1857 (33), y reconocidos como causa de enfermedades en
muchos hospederos no humanos, especialmente en insectos de importancia comercial,
pescado, roedores de laboratorio, conejos, primates y otros (34). Hay mas de mil especies
clasificadas dentro de aproximadamente cien géneros, pero de éstas solamente trece especies
han sido reportadas como causa de infeccion en los mamiferos (35).

El primer caso de microsporidiosis humana fue reportado en 1959 (36), pero fue a partir
de 1985 cuando se comenzaron a reportar mas casos de microsporidios en personas con el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. Debido a esto, el interés en los microsporidios
incrementd por considerarse patdgenos oportunistas y ser los causantes de la diarrea en
muchos pacientes con SIDA (7).

Los microsporidios estan clasificados en el subreino Protozoa dentro del Phylum
Microspora. Tienen caracteristicas de procariotas (como el ARN ribosomal, la ausencia de
mitocondria, peroxisomas y aparatos de Golgi), pero son considerados verdaderos eucariotas
porque tienen nucleo con envoltura nuclear, tienen un sistema de membrana intracitoplasmica
y porque sus cromosomas se dividen por episodios mitoticos. Por todo esto, se les considera
filogenéticamente eucariotas tempranos (35,37). Las esporas que se encuentran en los

mamiferos son de forma ovoide o piriforme y miden 1.5 a 5um de ancho por 2 a 7um de largo.



Se caracterizan porque poseen un tubulo polar que utilizan para inyectar el material infectivo
dentro de la célula hospedera. Este tubulo polar distingue a todos los microsporidios de los
demas protozoos y, ademads, es utilizado para diferenciar los géneros y especies de

microsporidios por el nimero de vueltas que presenta en el interior de la espora (34,37).

B. CICLO DE VIDA (Anexo 1)

1. GERMINACION: Una vez ingerida, la espora es estimulada por el ambiente gastrointestinal
y bajo condiciones apropiadas de pH, concentracién de iones calcio y presion pueden germinar
e infectar a la célula hospedera. Particularmente, el género Encephalitozoon puede replicarse
dentro de los macrofagos y es posible que estos organismos puedan ser fagocitados después
de la germinacion. Los iones calcio interactian con los componentes del citoesqueleto de la
membrana celular y de esa forma contribuyen para que la espora inyecte por medio del
filamento polar el material infectivo (esporoplasma) dentro del citoplasma de la célula
hospedera (35,38).

2. MEROGONIA: Es la fase proliferativa del desarrollo, que inicia en cuanto el esporoplasma
entra en el citoplasma de la célula hospedera. Se producen una serie de cambios en la
superficie de la membrana celular que pueden ser agrandamiento o elongacion. La division
ocurre por fision binaria (Encephalitozoon, Nosema, Vittaforma) o cariocinesis en donde

resultan formas multinucleadas (Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora) (34,35,37).

3. ESPOROGONIA: Es el desarrollo de organismos mas electrodensos, son llamados
esporontes y pueden dividirse un nimero limitado de veces por fision binaria, algunos se
dividen rapidamente resultando cuatro a ocho organismos conectados. Pueden haber

esporontes multinucleados (Enterocytozoon, Pleistophora) (39).

Después de la replicacion de los microsporidios la célula hospedera se rompe y libera las
esporas y algunos organismos inmaduros. La espora madura es considerada el estadio

infectivo, pero algunas formas menos maduras podrian también desarrollar infeccion (38,39).

Las esporas son eliminadas con las heces, orina o secreciones respiratorias, o pueden
producir autoinfeccion en los hospederos (diseminacion o infeccion local). Las esporas entran a
nuevas células hospederas inyectando el esporoplasma en el proceso de germinacion o pueden

ser fagocitadas. Los géneros Enterocytozoon, Pleistophora y Nosema se encuentran



relativamente localizados en el intestino delgado, musculo esquelético y estroma de coérnea,
respectivamente, con algunas excepciones. Las especies del género Encephalitozoon
generalmente producen infeccion diseminada probablemente por macrofagos. Las esporas en el
ambiente pueden permanecer viables hasta 4 meses, siendo las principales vias de transmision
la ruta feco-oral, urinaria-oral, transplacentaria y transovarica. En carnivoros es muy comun la

transmision vertical (34,35,37).

C. CLASIFICACION (Anexo 2)

En la clasificacion taxondmica anterior, los microsporidios fueron divididos dentro de dos
ordenes, Pansporoblastina y Apansporoblastina, basandose en la presencia o ausencia,
respectivamente, de la vesicula esporofora. Estas categorias se usaban comuUnmente para
describir nuevas especies de microsporidios que infectan a mamiferos (34,40). En la mas
reciente clasificacion taxondmica se establecié nuevos ordenes, y las familias fueron definidas
basandose en la relacion parasito-hospedero, caracteristicas de la esporogonia y la morfologia

de la espora (38).

Las caracteristicas que se usaron para clasificar a los microsporidios dentro de cada
género, incluyeron, tipo de hospedero, modo de transmisidn, relacion parasito-hospedero,
desarrollo del microsporidio (merogonia y esquizogonia), y morfologia de la espora (tamario,

desarrollo nuclear, niUmero de vueltas del filamento polar) (35).

D. CARACTERISTICAS DE CADA GENERO

Género Enterocytozoon:
Enterocytozoon bieneusi es la Unica especie de este género. Su hospedero son

mamiferos, principalmente humanos. Recientemente se encontré en macacos y cerdos (41,42).

E. bieneusi es el microsporidio que mas se encuentra en personas con SIDA su
transmision ocurre generalmente por via feco-oral siendo el sitio primario de infeccion los

enterocitos del intestino delgado (yeyuno y duodeno) (6,43,44).

En algunas ocasiones E. bieneusi infecta pancreas, higado, asi como también el tracto
respiratorio, pero por lo general la infeccion se limita al intestino delgado, en el que causa

cambios citopaticos en las células del intestino, incluyendo pleomorfismo, nicleo hipercromatico



y pérdida de la orientacion del nacleo (6,45,46).

Género Encephalitozoon:

En éste se incluyen tres especies, E. cuniculi, E. hellem y E. intestinalis. La especie E.
cuniculi infecta a muchos mamiferos como roedores, conejos, perros, lobos y primates (no
humanos y humanos). E. hellem se ha encontrado en humanos (no se ha reportado en ningun
otro mamifero) y también en aves, mientras que E. intestinalis solamente se ha reportado en
humanos (7,8,40,47,48). Anteriormente E. intestinalis era llamado Septata intestinalis, pero
luego de analizar las caracteristicas moleculares del parasito se dieron cuenta que debia

clasificarse dentro del género Encephalitozoon (49,50).

Se han identificado tres cepas de E. cuniculi. La cepa I se aislo y cultivd en conejos; la
cepa II se encontrd en ratéon, pero poco tiempo después fue aislada de lobos; y la cepa III se
aislé de perros domésticos. Cualquiera de las tres cepas de E. cuniculi es capaz de causar
infeccion a los humanos (41,51).

Las esporas de estas tres especies no se distinguen morfolégicamente, pero si por
caracteristicas inmunoldgicas, moleculares y bioquimicas (52). La transmision puede ser por
inhalacion e ingestidn; aunque en E. cuniculi se ha observado también la transmision
transplacentaria (40,53). Ademas, se cree que la infeccidon ocular por E. hellem o E. intestinalis
podria transmitirse por contacto con aerosoles o por manos contaminadas con orina, debido a
que la infeccion en los ojos es comUnmente asociada con la presencia de esporas en la orina
(54).

La infeccidon de las especies de éste género se puede diseminar a higado, rifiones, bazo
y cerebro (6,45,55).

Género Pleistophora:

Las especies de este género infectan comUnmente el musculo esquelético de peces,
pero también se han reportado algunos casos de la infeccion en humanos. El modo de
transmision no esta bien establecido, sin embargo, se ha observado que el sitio primario de

infeccion en mamiferos es el musculo esquelético (38,39,56).
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Género Trachipleistophora:

Aqui se incluyen dos especies Trachipleistophora hominis y Trachipleistophora
anthropophthera. La especie T. hominis se aisld de un paciente con SIDA y no ha sido
identificada en ningln otro hospedero. Los sitios de infeccidon incluyen musculo esquelético,
epitelio de la cornea y tejido nasofaringeo (39,57,58). Por otra parte, la especie T.
anthropophthera se encontré en la autopsia de dos pacientes con SIDA, en el primero
solamente en el cerebro, mientras que en el segundo se encontré en cerebro, rifiones,

pancreas, tiroides, paratiroides, corazon, higado, pulmones, bazo y nddulos linfaticos (58).

Género Nosema:

En este género se encuentran especies que infectan principalmente insectos, pero dos
de ellas N. conori y N. ocularum se han identificado en humanos. N. ocularum se encontré en el
estroma corneal de un paciente negativo para Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y N.
conori se identificd causando infeccién diseminada en un nifio atimico. Se desconoce el modo

de transmisién en mamiferos (34,59).

Género Vittaforma:
Solamente hay una especie, Vittamorfa corneae, pero se desconoce el modo de
transmision. Esta especie se encontrd en el estroma de cornea de un paciente VIH negativo

(60). Anteriormente se llamaba Nosema corneum (61).

E. CUADRO CLINICO

En humanos la infeccidon por microsporidios tom6é mucha importancia a partir de las
infecciones causadas por el VIH, pues en 1994, en Estados Unidos, el 39 por ciento de los
pacientes infectados con este virus, tenian infeccidon intestinal por estos parasitos (62). Sin
embargo, también se han reportado ya varios casos en los que las personas tienen infeccion
por microsporidios, pero serolégicamente son VIH negativas, aunque en la mayoria de los casos
tienen algun tipo de inmunodeficiencia incluyendo desnutricién. Se considera que en las

personas inmunocompetentes la diarrea es autolimitante y subclinica (5,37,63,64).

En los individuos que tienen infeccion por microsporidios, se pueden presentar distintos
desérdenes clinicos como la enteropatia, infecciones diseminadas en la piel,

queratoconjuntivitis, sinusitis, traqueobronquitis, encefalitis, nefritis intersticial, hepatitis,
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colecistitis, osteomielitis y miositis (35). Sin embargo, los sintomas mas comunes son la diarrea
y malabsorcién, y casi todos los pacientes con microsporidiosis sufren de pérdida de peso como

consecuencia de la diarrea crénica (63-65).

Los agentes causales de la infeccion gastrointestinal son E. bieneusi y E. intestinalis
(66,67). Algunos autores consideran que la infeccion por E. bieneusi no se asocia con
enfermedad clinica en todos los casos, y sugieren que los microsporidios podrian no ser
verdaderos patdgenos entéricos (37). Sin embargo, no se puede distinguir entre la presencia
de E. bieneusi como organismo comensal o bien la posibilidad de que los microsporidios puedan
existir en un estado latente y siendo capaces de producir dafio al tejido. Ademas, hay que
tomar en cuenta que existen otros factores que influyen en el desarrollo de una

microsporidiosis intestinal, como seria una severa deplecion de linfocitos CD4+ (35).

Cuando la diarrea es severa hay una marcada deshidratacion y anormalidades
electroliticas (hipokalemia, hipomagnesemia y disminucion en la concentracion de bicarbonato).
Algunos pacientes que no tienen diarrea presentan evidencia de enteropatia y malabsorcion, asi

como intolerancia a la lactosa y grasas (68).

F. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la microsporidiosis inicialmente fue basado en microscopia electronica,
pero esto lo hacia muy limitado, debido al poco acceso que se tiene a este equipo. Para
solucionar este problema se buscaron otras alternativas menos complicadas. Se comenzo6 a
utilizar entonces el microscopio de luz teniendo siempre como referencia el microscopio
electrdnico. Esto y el desarrollo de varias tinciones diagndsticas hizo posible detectar mas casos
de microsporidiosis, pues cualquier laboratorio esta en la capacidad de realizar alguna de las

tinciones que se utilizan (69).

Las tinciones diagndsticas que se usan son tricrdmica, Gram (con modificaciones),
Ziehl-Neelsen, Giemsa, hematoxilina eosina y otras. También hay técnicas de tincion utilizando
fluorocromos, pero se usan con menor frecuencia debido a las limitaciones de equipo y
experiencia en su manejo (12-17). Otras técnicas disponibles son las de inmunofluorescencia
asi como también estan las técnicas moleculares como el PCR, que se han trabajado en

especimenes clinicos (heces, orina, biopsias, fluido broncoalveolar) dando muy buenos
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resultados. Sin embargo, no todos los laboratorios tienen acceso a estos procedimientos, pero
es importante porque se logra determinar la especie causante de la infeccidn sin tener que

recurrir a la microscopia electrénica (8,18,70-77).

G. TRATAMIENTO

Los estudios sobre tratamiento para E. bieneusi son escasos. Algunos refieren que hay
respuesta al albendazol, metronidazol y otros, pero al realizar un examen histoldgico, éste
revela que la infeccidon persiste (19,65). Sin embargo, las esperanzas de encontrar tratamiento
no se pierden, pues ya se encontrd otro tipo de hospederos distintos al humano (macacos vy
cerdos) que podrian utilizarse como modelos para realizar estos estudios (42). Ademas, puede
usarse también como alternativa terapias antiretrovirales que podrian influir en la supresion del

virus de inmunodeficiencia humana y disminuir la eliminacion de esporas de E. bieneusi (78).

Por el contrario, para E. intestinalis existe una excelente respuesta al tratamiento con
albendazol y clinicamente en la mayoria de los pacientes tiende a desaparecer la diarrea y la
eliminacion de esporas por heces y orina, incluso para confirmar si la infeccion persiste, se ha
tomado biopsias del intestino delgado, observando que hay una evidente desaparicion de las
esporas en el tejido (8,20,21). Hay otros tratamientos que aln estan en pruebas, como la

fumagalina, derivados de imidazoles, etc. (79).
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4. JUSTIFICACIONES

Guatemala es un pais con escasez de medidas higiénicas y de salud. Los salarios
minimos no alcanzan para comprar los alimentos de la canasta basica por lo que las demandas
nutricionales minimas no se satisfacen. Ademas, la carencia y consumo adecuado de los
alimentos se ven afectados por varios factores, por ejemplo el nivel de instruccion que la madre
posee, asi como los habitos y practicas alimentarias, la calidad y periodicidad del suministro de
alimentos, y la existencia de "tabues alimentarios". Como consecuencia de todo lo anterior el
41.2 por ciento de niflos guatemaltecos menores de cinco afos se encuentran con desnutricidn

moderada y severa (3,10).

Los nifios desnutridos, especialmente los que se encuentran en las categorias de
desnutricion moderada y severa padecen de muchas complicaciones. Las complicaciones mas
comunes son infecciones respiratorias, sistémicas (que pueden ser sin reaccion febril), lesiones

oculares, gastroenteritis, diarrea y malabsorcion (21,24).

La diarrea puede ser causada por muchos microorganismos como bacterias, virus y
parasitos, pero existen situaciones en las que a pesar de no tener ninguno de los agentes
buscados o estar bajo tratamiento antimicrobiano, la diarrea y malabsorcion persisten. Por esta
razén, se considera necesaria la blsqueda de nuevos parasitos que podrian estar involucrados
en la diarrea y malabsorcién de los nifios que se encuentran con alguna deficiencia en el
sistema inmunitario (debido a la desnutricidon). Este es el caso de los microsporidios que,
aunque no son considerados verdaderos patégenos, son parasitos que causan diarrea cronica,
malabsorcion y severa pérdida de peso en personas que tienen alguna inmunodeficiencia, pero
también producen diarrea en personas inmunocompetentes la cual es considerada
autolimitante (5,35,37,59).

Es importante determinar si estos parasitos son capaces o no de causar los problemas
de diarrea, malabsorcion y pérdida de peso en nifios desnutridos, pues de esa manera podrian
tratarse, mejorar la evolucion de los nifios, asi como también disminuir la mortalidad infantil
debida a infecciones intestinales la cual ocupa el primer lugar de causas de muerte en este

pais.
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5. OBJETIVOS
Objetivo General:
1. Determinar la presencia de esporas de microsporidios en heces de nifios desnutridos.
Objetivos Especificos:
1. Determinar qué porcentaje de nifios desnutridos presentan esporas de microsporidios,
analizando las muestras que se toman en la pediatria del Hospital General San Juan de Dios
y en la ciudad Infantil del Club de Leones, ubicada en San Juan Sacatepéquez.

2. Estandarizar la técnica de cada método de tincion.

3. Determinar que método de tincidon de esporas de microsporidios tiene mayor sensibilidad y

especificidad para el uso en la rutina del laboratorio.
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6.1

6.2

6. MATERIALES Y METODOS

Universo: Nifios desnutridos comprendidos en las edades de cero a cinco afos.
Muestra: Nifios desnutridos de cero a cinco afios con desnutricion moderada y severa de
la pediatria del Hospital General San Juan de Dios y de la Ciudad Infantil del Club de
Leones de San Juan Sacatepéquez.

Para determinar el grado de desnutricion de los nifios se utilizard los indicadores

antropométricos, peso para talla y talla para edad.

Recursos:

6.2.1 Humanos:
- Lic. Rafael Pratdesaba
- Licda. Olga Torres de Matute
- Lic. Victor Alfonso Mayén
- Dra. Elizabeth Didier
- Dra. Susana de Molina
- Licda. Rosa Carolina Joo Ledn
- Licda. Blanca Samayoa
- Br. Karen Elizabeth Contreras (Tesista)

- Br. Mayra Sucely Ixcot

6.2.2 Institucionales:
- Instituto de Nutriciéon de Centro América y Panama.
- Pediatria del Hospital General San Juan de Dios.
- Ciudad Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez.
- Centro de investigacién en primates de la universidad de Tulane, New Orleans,
Estados Unidos.

6.2.3 Fisicos:
Material de laboratorio:
- LAminas portaobjetos
- Palillos de madera
- Tubos plasticos con tapadera de rosca con capacidad de 8 ml
- Frascos de vidrio
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- Pipetas pasteur

- Aceite de inmersion

- Bulbos

- Guantes descartables

- Esporas de E. cuniculi IT de ratdn preservadas en formalina

- Frotes con esporas de microsporidios de especies ya identificadas, tefiidos con
Gram, Calcoflior y Tricrdmica donados por el Centro de investigaciones en
primates de la Universidad de Tulane, New Orleans

- Cajas de coplic.

Reactivos:

- Dicromato de potasio (K,Cr,0,) al 5 por ciento (Com. pers. Didier ES).
- Formalina al 10 por ciento

- Cromotropo 2R

- Anilina azul

- Acido fosfotlingstico

- Acido acético concentrado

- Alcohol etilico al 90 por ciento
- Alcohol etilico al 95 por ciento
- Alcohol etilico al 100 por ciento
- Xileno

- Verde intenso

- Cristal violeta al 1 por ciento
- Solucién de yodo

- Alcohol acetona

- Carbol fucsina

- Azul de metileno

- Alcohol acido

- Agua destilada

- Cloruro de sodio

- Azul de Evans

- Calcofluor blanco

Equipo:

- Microscopio de luz
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6.3

- Incubadora
- Pipetas graduada de 10 pl
- Microscopio de fluorescencia

- Bafio maria

Procedimiento:

Se recolectaron muestras de heces, que se preservaron en formalina al 10 por ciento y

dicromato de potasio al 2.5 por ciento.

De la porcidn preservada en formalina se hizo examen parasitoldgico de rutina y se
realizaron cuatro frotes de cada muestra utilizando 10 ul de muestra para hacer los

frotes.

Los frotes de las muestras se tifieron de la siguiente manera:

- El primero con coloracién de Kinyoun modificado (80).

- El segundo frote con coloraciéon de Gram-cromotropo-2R (12).
- El tercero con coloracion tricrdmica modificada(13).

- El cuarto frote fue tefiido con el método calcoflior de fluorescencia (15).

Los frotes ya tefiidos se observaron al microscopio en objetivo de 100X para buscar las

esporas de microsporidios y hacer las comparaciones entre las tinciones.

La porcién de heces preservada en dicromato de potasio se utilizd posteriormente para

estudios de PCR, como parte de otra investigacion.

6.3.1 Técnica de tincion de Kinyoun modificado (80):

- Colocar los portaobjetos para tincidon en una bandeja, agregar suficiente carbolfushina
y calentar suavemente hasta vaporizacion. Dejar que se vaporice durante cinco
minutos.

- Lavar suavemente con agua de chorro.

- Decolorar con alcohol acido hasta que ya no aparezca un color rojo al lavarlo. Lavar
suavemente con agua del chorro.

- Realizar contratinciéon con azul de metileno por treinta segundos. Lavar suavemente

con agua del chorro y dejar secar. Las esporas se observan de color rojo sobre un fondo
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azul (para preparacion de colorantes ver anexo 3).

6.3.2 Técnica de tincién con Gram-cromotropo 2R (12):
- Teiir el frote con cristal violeta al uno por ciento por treinta segundos.
- Lavar y cubrir con solucién de yodo por treinta segundos.
- Decolorar con alcohol acetona vy lavar.
- Agregar cromotropo al uno por ciento y calentar a 50 o 55 °C por un minuto en bafo
maria.
- Lavar en alcohol-acido al noventa por ciento por uno a tres segundos.
- Lavar en alcohol etilico al noventa y cinco por ciento por treinta segundos.
- Lavar varias veces en etanol al cien por ciento, en tiempos de treinta segundos.
- Para cortes de tejido agregar treinta segundos en cada paso. Las esporas de
microsporidios apareceran tefidas de color morado o violeta, porque son Gram positivo

(ver anexo 3 para preparacion de colorantes).

6.3.3 Técnica de tincién tricromica modificada(13):
- Fijar el frote en metanol por cinco minutos.
- Tefir con colorante cromotropo 2R por treinta minutos a 37°C y lavar por diez
segundos con alcohol acido.
- Deshidratar los frotes lavando cinco minutos en alcohol al noventa y cinco por ciento.
- Lavar 10 minutos en alcohol etilico al cien por ciento.
- Dejar cinco minutos en xileno. Dejar secar al aire y observar las esporas de color rojo

sobre un fondo verde azulado (ver anexo 3 para preparacion de colorantes).

6.3.4 Técnica de tinciéon con Calcofluor (15):
- Fijar los frotes con metanol por cinco minutos y dejar secar al aire.
- Agregar la solucién 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 secar al aire.
- Observar al microscopio UV a 395 o 415 nm de longitud de onda. Los organismos
aparecen celestes o con halos ovales turquesas (ver anexo 3 para preparacion de

colorantes).



6.3.5 Comparacion de Tinciones:

1.

Se contaminaron heces (sin presencia de parasitos) con esporas de Encephalitozoon
cuniculi II (cultivadas en células de ratdn), agregando a un gramo de heces 10 ul de una

suspension de esporas a una concentracion de 1.5 X 103,

A partir de la suspension se hizo cuatro diluciones a concentraciones de: 150, 15, 3y 1

esporas/gramo de heces.
Se hizo cuatro frotes de cada dilucion (utilizando 10 ul de muestra de heces para hacer los
frotes) y se tiferon por las coloraciones: Kinyoun modificado, Gram-cromotropo 2R,

tricrdmica modificada y calcofldor seguin los procedimientos estandarizados de cada.

Se observd los frotes (minimo 200 campos/ frote) y se seleccioné dos de las cinco

diluciones de esporas, para asi continuar con esas diluciones la comparacién de tinciones.

Se hizo 30 frotes por tincidon, de los cuales 25 frotes fueron positivos y 5 frotes fueron

negativos (para esporas de microsporidios y otros parasitos).

Los frotes fueron numerados y ordenados por una persona ajena al proyecto, intercalando

los negativos entre los positivos, de manera aleatoria.

Se tifieron los frotes por las coloraciones a comparar segun los requerimientos de cada una.

Se observaron al microscopio un minimo 200 campos/frote.

Los resultados obtenidos se utilizaran para establecer comparaciones entre las tinciones
utilizadas en este estudio.
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6.4 Disefio de Investigacion:

1. Muestreo:

Los criterios de inclusidén que se utilizaron son:
a) Nifios de cero a cinco afios de edad que estan internados en la pediatria del Hospital
General San Juan de Dios y en la Ciudad infantil del Club de Leones de San Juan

Sacatepéquez durante los meses de marzo 1999 a enero de 2000.

b) Tener desnutricion moderada o severa. Para determinar el grado de desnutricion de los
nifios se utilizara los indicadores antropomeétricos, peso para talla y talla para edad.
Los criterios de exclusién son:

a) Ninos con otro tipo de enfermedades como por ejemplo SIDA, cancer, etc.

Tamano de muestra: Se definié mediante la formula:
N = NC®  ©o°
AZ
A todos los pacientes se les llenara una ficha con todos los datos, en la cual se colocara
también los resultados que se vayan obteniendo en la busqueda de esporas, con cada tincién
(81).

2. Estandar de oro:
Para determinar la presencia de esporas de microsporidios en heces se utilizo las
tinciones de Kinyoun modificado, Gram-cromoétropo y Tricrdmica modificada, para confirmar el

diagnadstico se utilizé como “estandar de oro” la tincion de calcofluor.

6.5 Analisis de Datos:
Los resultados obtenidos por medio de las tres tinciones y el estandar de oro utilizado se
analizaron por medio de una tabla de contingencia para determinar la especificidad, sensibilidad

y valores predictivos de las tinciones empleadas.

El diagndstico positivo por medio de la tincidon de calcofluor se utilizd para establecer el

porcentaje de infeccidon por microsporidios.



7. RESULTADOS

MUESTREO

En este estudio se pretendia evaluar la cantidad de nifios desnutridos que presentaban
infeccién por microsporidios. Para llevar a cabo esto se recolectaron muestras de un total de
107 nifos cuyas caracteristicas se describen en la tabla No. 1. El mayor porcentaje de las
muestras obtenidas pertenecia al Hospital General San Juan de Dios, y el resto a la Colonia
Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez.

Tabla No. 1

Descripcion de la poblaciéon incluida en el estudio (n = 107)

Caracteristicas

Descripciéon
Evaluadas P

HGSJD?! SJS?
TOTAL 76 (71%) 31 (29%)
EDAD Media = 9 meses Media = 17 meses
Rango:1 - 44 meses | Rango:6 — 38 meses
= o = o
GENERO Nifos 39 (52%) Nifos 16 (52%)

Nifias 37 (48%)

Nifias 15(48%)

Presencia de parasitos 10 (14%) 3 (10%)
1 parésito 8 (10%) 3 (10%)
mas de un parasito 3 ( 4%) 0 (0%)

DIARREA3
Presente 21 % 26 %
Ausente 79 % 74 %

DESNUTRICION
Moderada 17 % 26 %
Severa 71 % 52 %
Sin clasificar 12 % 22 %

1: Pediatria del Hospital General San Juan de Dios.
: Colonia Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez
3: Nifios que tenian diarrea al momento del estudio.

N

Para la clasificacion nutricional de los nifios es necesario aclarar que existian ciertas
diferencias entre los sitios de muestreo, en la pediatria del Hospital General San Juan de
Dios se contaba con la evaluacion de un nutricionista, mientras que en el otro sitio de
muestreo solamente eran evaluados por un médico y las enfermeras. Los datos

antropométricos se describen a continuacion.
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Tabla No. 2

Relacién de los indices antropomeétricos de los nifios en los sitios de muestreo

Indice Rango Porcentaje de nifios en ese
rango

HGSJD?! SJSs?

Talla/Edad Hasta 80% 9 % 23 %
80 - 90% 61 % 52 %

Mayor 90% 29 % 25 %

Peso/Edad Hasta 50% 38 % 19 %
50 - 65% 42 % 48 %

66 - 77% 16 % 29 %

Mayor 90% 4 % 4 %

1: Pediatria del Hospital General San Juan de Dios.
2: Colonia Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez

A todas las muestras recolectadas se les realizdé un examen parasitoldgico de rutina,
gue incluia la busqueda de coccidios y microsporidios, es importante mencionar que las
muestras fueron preservadas en formalina salina al 10 % (tabla No.3).

Tabla No. 3

Resultados obtenidos del analisis parasitolégico (N = 107)

No. de casos
Parasitos encontrados Porcentaje

Ascaris lumbricoides 3 2.7 %
Trichuris trichiura 2 1.8 %
Uncinarias 2 1.8%
Blastocystis hominis 5 4.5 %
Cryptosporidium parvum 7 6.3 %
Cyclospora cayetanensis 1 0.9 %
Microsporidios 0 0%
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Tabla No.4

Cantidad de parasitos observados por paciente (N = 14)

No. de
Parasitos Porcentaje
Casos
Trichuris trichiura,
Ascaris lumbricoides y 1 7 %
Uncinarias
Trichuris trichiura y 1 7 %
Blastocystis hominis
Trichuris trichiura,
Ascaris lumbricoides y 1 7 %
Cryptosporidium parvum
Blastocystis hominis 4 29 %
Cryptosporidium parvum 6 43 %
Cyclospora cayetanensis 1 7%

Comparaciéon de tinciones de microsporidios

Debido a que no se encontrd ninguna muestra positiva para microsporidios (tabla No. 3)
no se pudo establecer ninguna comparacidon entre las tinciones seleccionadas en esta
investigacion. Sin embargo, para establecer alglin tipo de comparacidon se contaminaron
muestras de heces sin presencia de parasitos con esporas de E. cuniculi II (cultivadas en
células de raton) de la siguiente forma: a un gramo de heces se le agregd 10 ul de una solucion
de esporas de concentracion conocida (1.5 X 10%) y a partir de esta se hicieron varias diluciones

de esporas para obtener cinco diferentes concentraciones de las esporas.

A partir de las muestras de heces contaminadas se hicieron cinco frotes de cada una
utilizando las suspensiones de esporas; estos tifleron por las distintas coloraciones que incluian:
tricrdmica modificada, Kinyoun modificado, Gram-cromotropo 2R y Calcofluor. Posteriormente
se observaron al microscopio un minimo de 200 campos en cada frote evaluado (Com. pers.
Didier ES). Con estas concentraciones se determind hasta que cantidad aun era posible

identificar (en un frote) las esporas de microsporidios.



Tabla No. 5

Deteccidn de esporas de microsporidios por cuatro diferentes tinciones.

CONCENTRACIONES TINCION TINCION TINCION TINCION

Esporas de microsporidios/ TRICROMICA KINYOUN GRAM-CROMOTROPO CALCOFLUOR™
gramo de heces MODIFICADA* MODIFICADO* 2R*

1. 1.5X 103 500 esporas/frote No se observé 450 esporas/frote 650 esporas/frote
2. 150 18 esporas/frote No se observé 30 esporas / frote 18 esporas/frote
3. 15 11 esporas/frote No se observd 13 esporas/frote 3 esporas/frote
4, 3 3 esporas/frote No se observd 2 esporas/frote 1 espora/frote
5. 1 1 esporas/frote No se observd 1 espora/frote No se observo

*Los frotes se realizaron con 10 ul de la suspensién de heces observando como minimo 200 campos / frote.

Luego de observar los resultados obtenidos en el experimento anterior se decidid

eliminar la tinciéon de Kinyoun modificado pues las esporas no se observaron en ninguna de las

concentraciones realizadas (tabla No. 5). Ademas, se eligieron dos concentraciones para llevar

a cabo

la comparacion entre

las tinciones,

la de 150 vy

la de 15 esporas de

microsporidios/gramo de heces, pues se consideré que esas concentraciones son el promedio

en el cual se puede evaluar la efectividad de cada una de las tinciones. Las muestras de heces

negativas para la presencia de parasitos se contaminaron con las esporas de microsporidios de

igual forma que para el experimento anterior y se realizaron los frotes segun la tabla No.6:

Tabla No. 6

Esquema de la distribucién de frotes para cada tincion

150 frotes:

> 75 frotes de concentracion

150 esporas/gramo de heces

75 de concentracion

15 esporas/ gramo de heces

—>

>

> 25 para tricrdmica + 5 frotes negativos
25 para Gram + 5 frotes negativos

25 para calcofluor + 5 frotes negativos

— 25 para tricromica + 5 frotes negativos
—® 25 para Gram + 5 frotes negativos

25 para calcofluor + 5 frotes negativos




Posteriormente los frotes fueron numerados por una persona totalmente ajena al

proyecto y se tifieron por las tres tinciones (tricrdmica modificada, Gram-cromotropo 2R vy

Calcofluor) para asi observarlos (con un minimo de 200 campos por frote) e identificar las

esporas (tabla No.7).

Tabla No. 7

Comparacion de tinciones de esporas de microsporidios

CONCENTRACION DE

ESPORAS/GRAMO DE HECES

TINCION
TRICROMICA
MODIFICADA

TINCION

GRAM-CROMOTROPO 2R

TINCION
CALCOFLUOR

150

73% positivos reales
7% negativos reales
10% negativos falsos

10% positivos falsos

70% positivos reales
7% negativos reales
13% negativos falsos

10% positivos falsos

80% positivos reales
13% negativos reales
3% negativo falso

4% positivo falso

15

37% positivos reales
7% negativos reales
46% negativos falsos

10% positivos falsos

40% positivos reales
17% negativos reales
43% negativos falsos

0% positivos falsos

30% positivos reales
13% negativos reales
53% negativos falsos

4% positivo falso
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En Guatemala aun existe un alto grado de desnutricion infantil y, por lo general, la
diarrea y malabsorcidon son algunas de las complicaciones que afectan a la mayoria de los nifios
con los tipos de desnutricion moderada o severa (1,2,27). El llevar a cabo estudios nuevos de
parasitos que podrian estar provocando estas complicaciones en los niflos es muy beneficioso,
pues de alguna manera podria aclarar la procedencia de los sintomas de los nifios. En este
trabajo de investigacion se realizé la busqueda de microsporidios, parasitos y coccidios en nifios

con los tipos de desnutricion ya mencionados.

Las muestras evaluadas pertenecian a los nifios que asistian a dos lugares, la mayor
parte (71 por ciento) al Hospital General San Juan de Dios y el resto (29 por ciento) a la
Colonia Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez. Los lugares de muestreo
variaban un poco en cuanto a sus caracteristicas, por lo que los niflos de ambos lugares no se
encontraban bajo las mismas condiciones, por ejemplo, en el Hospital mencionado casi todos
los nifios tenian a uno de sus padres encargados quien permanecia con ellos el tiempo que
estuvieran en recuperacion nutricional, lo cual duraba alrededor de uno a dos meses y mientras
tanto el estado nutricional de los nifios era evaluado por varios médicos y nutricionistas. En la
Colonia Infantil del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez debido a todos los gastos que se
tienen los nifios ingresan y se quedan al cuidado de las nifieras por el tiempo que se considere
necesario para restablecer su estado nutricional, son visitados y evaluados por un médico pero

no cuentan con el apoyo de un nutricionista. Los nifios en algunas ocasiones son abandonados.

Se obtuvieron muestras de un total de 107 niflos con edades que oscilaban entre 1 a 48
meses, la media estuvo en 11 meses y el 50 por ciento de los nifios estaban por debajo de los
9 meses. Otros datos importantes de la poblacion fueron que el 52 por ciento era de género
masculino y el 48% de género femenino, lo cual demuestra una poblacion bastante
homogénea. En el momento de la toma de muestra en los dos sitios de muestreo se encontré
21 y 26 por ciento de los niflos con diarrea respectivamente (tabla No.1), datos que no reflejan

mayores diferencias entre los lugares.

El 14 por ciento de los nifios del hospital tenian parasitos mientras que en la colonia
infantil fue solo el 10 por ciento (tabla No.1), posiblemente la diferencia se deba a que en la
colonia infantil las enfermeras son mas cuidadosas con la higiene de los nifios que en el hospital

General San Juan de Dios. El parasito encontrado en mayor cantidad fue Cryptosporidium

27



parvum seguido por Blastocystis hominis (tabla No. 3). Se observé que muchos de los nifios
tenian abundantes levaduras, lo cual podria indicar alguna deficiencia inmunoldgica a nivel del

sistema gastrointestinal (27).

Se observd todas las muestras recolectadas (107) por las tinciones que se querian
comparar para la busqueda de microsporidios: tricrdmica modificada, Gram-cromotropo 2R,
Kinyoun modificado y calcofluor, pero en ninguna de las muestras se encontré microsporidios.
Esto pudo deberse a que las esporas de microsporidios se excretan de manera irregular en las
heces al igual que otros parasitos y seria necesario tomar muestras seriadas en el paciente. Por
otra parte también se puede decir que segun lo indica la literatura los niflos que padecen de
desnutricion moderada o severa tienen afectado su sistema inmune (1,2,27), pero se
desconoce si solamente eso es necesario para que los microsporidios puedan provocar una
infeccion intestinal, podria ser que otros factores mas especificos de la inmunidad sean

necesarios para producir este tipo de infeccion.

Para poder realizar la comparacion de las técnicas de tincion se decidid realizar la
contaminacion de muestras de heces negativas para la observacidon de parasitos a cinco
concentraciones diferentes de esporas de microsporidios. Con estas concentraciones, realizadas
a partir de esporas de microsporidios formalinizadas (que se cultivaron en células de ratén) se
determind la cantidad minima de esporas de microsporidios que es detectada por cada una de

las tinciones que se estaban comparando en el estudio (tabla No. 5).

A partir del experimento anterior se decidié que la tincion de Kinyoun modificado no es
adecuada para la busqueda de esporas de microsporidios pues las esporas no se tifien,
notandose que aun en la mas alta concentracion realizada no fue posible identificarlas (tabla
No. 5). A pesar de esto la tincion se realizé pues era necesario buscar la presencia de coccidios
en todos los pacientes. El objetivo de incluir esta técnica de tincidon era evaluar la posibilidad de
realizar el diagndstico de coccidios y microsporidios conjuntamente sin tener que recurrir a

realizar una segunda tincion.

Los resultados de la comparacion de las tinciones bajo las condiciones de laboratorio
empleadas demuestran que las tinciones tricromica modificada y Gram-cromotropo 2R son muy
similares y que en ambas tinciones fue mas facil reconocer las esporas de microsporidios en la
mayor concentracion (tabla No. 7). El porcentaje de positivos y negativos reales es parecido en

las dos, sin embargo, se observo que el porcentaje de falsos negativos es mayor en la tincion
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de Gram-cromotropo 2R, lo cual era de esperarse pues es mas facil distinguir las esporas de
microsporidios de algun material contaminante en la tincion tricrdmica, principalmente por la
estructura interior que se tifie mas intensamente que el resto de la espora. Las otras tinciones
no tienen esta ventaja pues la espora se tife de un color homogéneo (Anexo No.4). Sin

embargo, la tincidn tricrdmica consume mas tiempo que las otras.

Con respecto a la tincion de calcofluor se observdo también que en la mayor
concentracion de esporas se pudo diferenciar con mas facilidad lo positivos reales y negativos
reales que las otras tinciones (tabla No. 7). Es importante mencionar que cuando existen frotes
con escasa cantidad de esporas de microsporidios es muy dificil distinguir si es una espora o
algun otro material contaminante, lo cual se logra eliminar solamente con el uso de controles

positivos y negativos en cada tincion y con la experiencia del observador.

Se pudo demostrar que el calcofluor es una tincion muy efectiva, rapida por lo cual si
podria usarse como un método de confirmacion, no obstante vale la pena aclarar que los
reactivos son un poco caros y se necesita de un microscopio de fluorescencia. Lo aconsejable
seria tener dos métodos para el diagndstico de microsporidios, ya sea elegir entre tricromica
modificada o Gram-cromotropo vy la tincion calcofluor utilizarla como un segundo método para
tener mayor seguridad del diagndstico. Es importante mencionar que las tinciones utilizadas en
esta investigacion necesitan de una persona capacitada para la observacion de las esporas de
microsporidios pues éstas son pequenas y por lo general son confundidas facilmente con otras

estructuras por ejemplo, algunas levaduras.

29



9. CONCLUSIONES

Cryptosporidium parvum es el pardsito que se encuentra en mayor porcentaje en los
nifios desnutridos del Hospital General San Juan de Dios y en la Colonia Infantil del Club

de Leones de San Juan Sacatepéquez.

En los nifios desnutridos del Hospital General San Juan de Dios y en la Colonia Infantil
del Club de Leones de San Juan Sacatepéquez no se encontraron esporas de

microsporidios.

La tincion de Kinyoun modificado no es aconsejable para el diagndstico de

microsporidios, no tifie las esporas y por lo tanto no es posible identificarlas.

La tincién tricrdmica modificada y Gram-cromotropo no reflejan mayores diferencias,

por lo cual ambas pueden ser utilizadas para el diagndstico de microsporidios.

La tincidon de calcofluor es muy sencilla, rapida y se recomienda para confirmar un

resultado.

30



10. RECOMENDACIONES

Disefar un tipo de muestreo en el cual se tomen varias muestras al mismo paciente

durante varios dias, para tener mas posibilidades de encontrar el parasito.

Realizar el muestreo en una poblacidn mayor, determinando por medio de analisis de

laboratorio si los nifios tienen deficiencias a nivel del sistema inmunitario.

Mantener los colorantes en frascos color ambar y no utilizarlos si tienen mas de un afo

pues su capacidad de tincion va disminuyendo.

Los frotes de heces que se deseen tefiir no deben ser demasiado gruesos pues eso hara
muy dificil la busqueda de esporas de microsporidios y posiblemente provocara un

resultado falso negativo. Una cantidad de 10 ul de heces por frote es aconsejable.

La tincidon tricromica modificada tiene una ventaja muy importante que ayuda
eficientemente en el diagnostico de microsporidios, lo cual seria importante tomar en
cuenta a la hora de seleccionar la tincion que se va utilizar para identificar los

microsporidios.

Tomar en cuenta que la tincion de calcofluor es muy rapida pero se necesita experiencia
para utilizarla y los reactivos y materiales que se requieren tienen costos elevados y se

necesita microscopio de fluorescencia.
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