Invest Clin 54(1): 58 - 67, 2013

Prevalencia de Encephalitozoon intestinalis
y Enterocytozoon bieneusi en pacientes VIH
positivos de Maracaibo, Venezuela.

Zulbey Rivero-Rodrigues, Amparo Herndndes Sierra, Nailet Arrdis, Angela Bracho Mora
v Rafael Villalobos Perozo.

Escuela de Bioandlisis, Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela

2Facultad de Salud, Programa de Microbiologia, Universidad Popular del Cesar,
Valledupar. Cesar, Colombia

3Escuela de Medicina, Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.

Palabras clave: Encephalitozoon intestinalis, Enterocytozoon bieneusi, VIH-SIDA,
PCR, Venezuela.

Resumen. Los microsporidios pueden provocar infecciones emergentes y
oportunistas en individuos inmunocomprometidos de todo el mundo. Se reali-
z6 éste estudio para identificar las especies de microsporidios intestinales pre-
sentes en pacientes con VIH-SIDA del Servicio Auténomo Hospital Universita-
rio de Maracaibo (SAHUM). Se recolectaron 50 muestras fecales de individuos
con diagnostico confirmado de VIH durante los anos 2007-2008; se obtuvie-
ron las cifras de CD4 de solo 42 pacientes. Las muestras se analizaron median-
te PCR separadas para la identificacion de Encephalitozoon intestinalis y Ente-
rocytosoon bieneusi. Las especies de microsporidios presentaron un 36% de
prevalencia, 10 pacientes presentaron Encephalitosoon intestinalis, 4 Ente-
rocytosoon bieneusi y 4 ambas especies. Se determiné una relacion inversa-
mente proporcional y estadisticamente significativa entre el contaje de CD4 y
la presencia de microsporidios en la muestra fecal. Es destacable la eclevada
prevalencia de especies de microsporidios observada en los pacientes VIH es-
tudiados, donde predominé E. intestinalis.
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Abstract. Microsporidioses are considered emerging and opportunistic
infections in immunocompromised individuals worldwide. The purpose of this
study was to identify the species of intestinal microsporidia in patients with
HIV-AIDS from the Servicio Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo,
Venezuela (SAHUM). Fecal samples were collected from 50 patients with con-
firmed diagnosis of HIV, during the years 2007 and 2008; the CD4 values were
obtained from 42 patients. The samples were analyzed by separate PCRs to
identify  Encephalitozoon intestinalis and  Enterocytozoon  bieneusi.
Microsporidia species showed a 36% prevalence: ten patients had
Encephalitozoon intestinalis, four Enterocytosoon bieneusi and four both spe-
cies. An inverse and statistically significant relationship between the CD4
count and the presence of microsporidia in the fecal sample was also found. It
is remarkable the high prevalence of microsporidia species observed in the

HIV patients studied, with a predominance of E. intestinalis.
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INTRODUCCION

Clasificados antes dentro de los proto-
2008, los microsporidios se consideran aho-
ra hongos degenerados en funcion de las se-
cuencias a y B-tubulina y los arboles de se-
cuencia para el chaperon molecular hsp70.
Evidencias adicionales de la naturaleza fin-
gica de los microsporidios son las esporas
con pared de quitina, ausencia de aparato
de Golgi y un mecanismo mitético indistin-
guible del que tienen los ascomicetos fungi-
cos (1).

Se caracterizan por formar resistentes
esporas que presentan en Su interior una
estructura peculiar denominada tubo o fila-
mento polar, a través del cual infectan las
células susceptibles donde desarrollan su ci-
clo vital (2). Son ubicuos por naturaleza y
se consiguen ampliamente distribuidos en
el ambiente. Las especies y genotipos que

infectan al hombre se han detectado tam-
bién en el agua, alimentos y en animales
salvajes, domésticos y de granja. Son mi-
croorganismos intracelulares obligados per-
tenecientes al phylum Microsporidia, com-
puesto por mas de 160 géneros y 1.300 es-
pecies (3); en la actualidad son 7 los géne-
ros que se han identificado en las infeccio-
nes humanas: Enchephalitosoon, Enterocy-
tosoon, Nosema, Pleistophora, Trachipleis-
tophora, Anncaliia (Brachiola) y Vittaforma
(4,5) y un “falso” género Microsporidium,
donde se ubican los microorganismos que
atn no han podido ser clasificados. Solo dos
especies tienen habitat intestinal: Enchep-
halitozoon intestinalis y Enterocytosoon bie-
neust.

Enterocytosoon bieneusi fue la primera
especie identificada en pacientes VIH-SIDA
con diarrea, posteriormente, se reconoce a
Encephalitozoon, también como causa de
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diarrea y de formas diseminadas de infec-
cién (6). La principal sintomatologia de la
microsporidiosis intestinal es la diarrea cro-
nica acuosa (hasta 6-8 deposiciones dia-
rias), sin moco ni sangre y acompanada de
malabsorcién. Puede presentarse ademds,
anorexia, vomitos, fiebre, nduseas, deshidra-
tacion, pérdida de peso y a veces intensa ca-
quexia (7).

Los pacientes con VIH-SIDA se carac-
terizan por presentar infecciones oportunis-
tas secundarias que se originan como con-
secuencia de la pérdida en el ntimero y la
funcion de los linfocitos CD4, a causa de la
infeccion con el Virus de la Inmunodeficien-
cia humana (VIH). Este puede infectar y al-
terar macroéfagos, células presentadoras de
antigenos como células dendriticas y de
Langerhans; ademas de los linfocitos TCDS,
importantes en la inmunidad celular, ha-
ciéndolos mds susceptibles a infecciones
por microorganismos oportunistas como
Microsporidios, Cryptosporidium sp., Isos-
pora belli y Cyclospora cayetanensis (8).

El diagnéstico de la microsporidiosis
intestinal humana, amerita la realizacién
de técnicas especiales diferentes a las que
se utilizan comidnmente para el estudio de
la materia fecal, por tanto, los exdmenes
microscopicos con solucion salina fisiol6gi-
ca y lugol no permiten identificar las espo-
ras. Estas son sumamente pequefas, mi-
diendo generalmente 1,5 a 2 micras de lon-
gitud (7). Se han propuesto diversas colora-
ciones para ellas, entre las que destacan:
Tricrémica modificada de Weber o de Ryan,
Gram-cromotropo rapida caliente, tinciones
con fluorocromos blanco calcofluor y Uvitex
2B. Aun asi, éstas técnicas no permiten la
identificacién de microsporidios a nivel de
especie, para ello se hace necesaria la reali-
zacién de microscopia electrénica, utiliza-
cién de anticuerpos monoclonales o la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). La
identificacién de la especie presente es im-
portante, pues tiene implicaciones en el

manejo clinico del paciente, tanto desde el
punto de vista terapéutico como de las pre-
visiones en relacion a una posible disemina-
cion del microorganismo fuera del intesti-
no.

Con la finalidad de poder identificar
las especies de microsporidios intestinales
presentes en los pacientes VIH-SIDA de
nuestra region, se realizé el presente estu-

dio.
MATERIALES Y METODOS

Se analizaron las muestras fecales de
50 pacientes de la consulta VIH-SIDA del
SAHUM, 40 de ellos con diarrea aguda o
cronica, 4 con otros sintomas gastrointesti-
nales y 6 asintomaticos. La seleccion del
namero de pacientes a estudiar, se vio limi-
tada por la capacidad del kit de extracciéon
de ADN (50 determinaciones). Las mues-
tras fueron recolectadas durante el periodo
Septiembre 2007-Octubre 2008. En dicho
servicio, los pacientes se confirman como
VIH positivos, mediante al menos dos técni-
cas inmunol6gicas (ELISA y Western Blot).
La informacién relacionada con datos per-
sonales, clinica del paciente y otros, se ob-
tuvo de la historia del mismo, archivada en
la consulta. Se solicité el consentimiento
informado a cada uno de los individuos par-
ticipantes en el estudio, para la realizacion
del presente estudio. Se obtuvo una mues-
tra fecal por individuo, recolectada en un
envase plastico, limpio y seco, la cual se
preservé congelada (-20°C), hasta el mo-
mento de la realizacion de la PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

1. Extraccion y purificacion del ADN.
Para extraer el ADN de las muestras de he-
ces, se utilizo la téenica Fast DNA SPIN kit
for Soil (kit de extraccion rapida de ADN
para suelos) Bio 101 Systems de la casa co-
mercial Q-Biogene, segiin las instrucciones
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del fabricante. El Fast DNA SPIN kit for
Soil, esta disenado para extraer ADN geno-
mico de bacterias, hongos, plantas y parasi-
tos.

2. Amplificacion del ADN. Se efectua-
ron reacciones de PCR individuales para
cada una de las especies estudiadas, segin
el protocolo de Botero y col. (9). Las regio-
nes SSU-ARNr (subunidad pequena del ARN
ribosémico) de los microsporidios se ampli-
ficaron utilizando cebadores especificos
para Encephalitosoon intestinalis, SINTF
S'TTTCGAGTGTAAGGAGTCGAJ’, cuya po-
sicion en la secuencia es de 362 a 382 y
SINTR 5’CCGTCCTCGTTCTCCTGCCCG3’,
posicion 861 a 881, que amplifican un pro-
ducto de 520 pb; y para Enterocytosoon bie-
neusi, EBIEF1 5’GAAACTTGTCC ACTCCTT
ACG3’, cuya posicion en la secuencia es
295 a 315 y EBIER1 5’CCATGCACCA
CTCCTG CCATT3’, posicion 881-901, con
un producto de amplificaciéon de 607 pb.
Asi mismo, se procesaron en paralelo los res-
pectivos controles negativos y positivos de
acuerdo a las especie de microsporidios in-
vestigados. Como controles positivos se utili-
zaron fragmentos clonados de E. bieneusi y
E. intestinalis. La mezcla de reaccion se pre-
par6 en un volumen final de 50 ul, conte-
niendo 10 uL de buffer Tag DNA polimerasa
5X (Promega), 1,5 mM MgCI2, 200uM de
cada desoxirribonucleétido, 25 pmoles de
cada oligonucleotido, 1,25 U de Tag DNA
polimerasa y 400 ng de ADN extraido de la
muestra en estudio. El programa de amplifi-
cacion consistié en una desnaturalizacion
inicial de 95°C por 5 min y 35 ciclos de am-
plificacion consistentes en: 1 min de desna-
turalizacion a 94°C, 30 segundos de alinea-
miento a 45°C (Encephalitosoon intestinalis)
o 55°C (Enterocytosoon bieneusi) y 90 se-
gundos de extension a 72°C. Se realizé una
extension final a 72°C por 8 minutos.

3. Analisis de productos de PCR por
electroforesis. Los productos de PCR fue-
ron analizados en geles de electroforesis de

agarosa al 2%, teniidos con bromuro de eti-
dio (5 ug/mlL), visualizados con lampara de
luces ultravioleta y fotografiadas con siste-
ma de foto documentacién Digi Doc UVP
(USA).

Anilisis estadistico

El analisis de los datos se efectud a tra-
vés de la estadistica descriptiva, empleando
valores absolutos y porcentajes, para lo cual
se elaboraron tablas de los datos obtenidos
en los resultados. Se utilizé para el analisis,
el paquete estadistico SPSS version 10. Se
realiz6 Ji cuadrado y correlacion de Spear-
man para realizar el andlisis estadistico de
las variables estudiadas. Para todos los ana-
lisis, un valor de p< 0,05 fue considerado
como el nivel critico de significacion.

RESULTADOS

Colaboraron con su muestra fecal 50
individuos, con edades comprendidas entre
21 a 62 anos (promedio 34,94 *= 10,82
anos), de los cuales 21 eran mujeres y 29
hombres. Estos pacientes estaban diagnos-
ticados como VIH positivos, desde hace 1 a
3 anos, con un promedio de 1,67 = 0,75
anos. Al evaluar sus historias clinicas, se ob-
servo que 42 de ellos tenian resultados de
CD4 relativamente recientes (uno a seis
meses de emitidos) y presentaron valores
de CD4 que variaban entre 4 y 716 células
por mm? (promedio 208,62 * 166,24).

Segun su historia clinica, solo 6 indivi-
duos se encontraban totalmente asintoma-
ticos al momento de ser solicitada la mues-
tra fecal. El resto de los pacientes (44) refi-
rieron como los sintomas mas frecuentes,
diarrea (80%), pérdida de peso (30%) y sin-
tomas gastrointestinales que incluian dolor
abdominal, cdélicos, vémitos y/o estreifii-
miento en 10%. Once pacientes presenta-
ron conjuntamente candidiasis oral y neu-
mocystosis, por lo que podia presumirse
que se encontraban en etapa SIDA.
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Mediante PCR se detecté ADN de mi-
crosporidios en 18 individuos (18/50), re-
presentando esta parasitosis, el 36% de pre-
valencia en individuos VIH positivos. Diez
muestras amplificaron para E. intestinalis,
cuatro para E. bieneusi y cuatro amplifica-

y 2 muestran resultados de la electroforesis
horizontal en geles de agarosa para cada es-
pecie de microsporidio estudiada.

En la Tabla I pueden observarse los sin-
tomas mas frecuentes manifestados por los
pacientes infectados con E. bieneusi y/o E.

ron para ambos microsporidios. Las Figs. 1 intestinalis, donde destaca que 10 indivi-

Fig. 1. Identificacion por PCR de Encephalitosoon intestinalis en pacientes VIH positivos de Maracai-
bo, Venezuela. Carril M- Marcador de peso molecular. Carril 1: control positivo de referencia
de Encephalitozoon intestinalis. Carril 16- Control negativo. Carriles 2 a 15: ADN extraido de
muestras de pacientes utilizando oligonucle6tidos SINTF-1 y SINTR. Carril 2 y 3 muestras po-
sitivas con Encephalitozoon intestinalis.

-
-
-
-
-
-

607 pb ¢

Fig. 2. Identificacion por PCR de Enterocytosoon bieneusi en pacientes VIH positivos de Maracaibo,
Venezuela. Carril M- Marcador de peso molecular. Carril 1: control positivo de referencia de
Enterocytozoon bieneusi. Carril 2- Control negativo. Carriles 3 a 19: ADN extraido de muestras
de pacientes utilizando oligonucleétidos EBIE-1 EBIER-1. Carriles 3, 5, 6 y 11 muestras positi-
vas con Enterocytosoon bieneusi.
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duos manifestaron diarrea, 7 presentaron
pérdida de peso importante y 2 sindrome de
desgaste.

El 42% de los individuos presenté valo-
res de CD4 dentro de lo normal, es decir, ma-
yor a 200 cél/mm?; los resultados de estas
pruebas pueden observarse en la Tabla II. Alli
mismo puede apreciarse que, al bajar la cifra
de CD4 aumenta la probabilidad de presentar
infeccion por E. bieneusi y/o E. intestinalis y
viceversa. Esta situaciéon demostrd ser esta-
disticamente significativa (p< 0,05).

En relacion a la presencia de sintomas
o no en los pacientes estudiados y las cifras
de CD4, los asintomaticos (6 individuos)
presentaron en su mayoria (4/5) cifras ma-
yores a 200 ¢él/mm?3. No se pudo obtener el
resultado de CD4 de uno de ellos.

DISCUSION

La epidemiologia de la microsporidio-
sis todavia esta siendo determinada y la pre-

valencia varia enormemente en diferentes
partes del mundo. No existen estudios en el
pais que revelen las prevalencias de E. bie-
neusi y/o E. intestinalis en especifico, solo
prevalencias generales en base a la presen-
cia de esporas del phylum Microsporidia en
las muestras fecales (10-12).

Al analizar los resultados obtenidos, en
relacion a las especies de microsporidios
identificadas mediante PCR, se aprecia una
mayor prevalencia de E. intestinalis que de
E. bieneusi, situacion diferente a la informa-
da por la mayoria de las investigaciones pre-
vias a nivel mundial (9, 13-15), en donde E.
bieneusi es mas frecuente. Sin embargo, en
un estudio realizado recientemente en pa-
cientes VIH positivos en Francia, se refiere
un mayor nimero de casos de infeccién por
E. intestinalis que por E. bieneusi (16). Esta
situaciéon puede deberse a las variaciones
epidemioldgicas propias de cada region;
pues aunque los mecanismos de transmi-
sibn de estos pardsitos no han sido total-

TABLA 1
SIGNOS Y SINTOMAS OBSERVADOS EN PACIENTES CON Encephalitozoon intestinalis
Y/O Enterocytozoon bieneusi DE MARACAIBO, VENEZUELA

Sintoma o signo Enterocytozsoon  Encephalitosoon Ambas Total
bieneusti intestinalis especies
Diarrea 2 6 2 10
Pérdida de peso 3 2 2 7
Sindrome de desgaste 2 0 0 2
Sintomas gastrointestinales 1 0 0 1
TABLA 11

VALORES DE LINFOCITOS CD, Y ESPECIES DE MICROSPORIDIOS EN PACIENTES VIH POSITIVOS
DE MARACAIBO, VENEZUELA

Contaje Ne % E. intestinalis  E. bieneusi Ambas Total
Especies
Sin datos 8 16 0 2 1 3
< 200 cél/mm?3 21 42 3 6 2 11*
> 200 cél/mm? 21 42 1 1 4
Total 50 100 4 10 4 18
*(p < 0,05).
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mente definidos, se proponen la transmi-
sion mediante aguas y alimentos contami-
nados, asi como la transmisién zoondtica.
La transmision hidrica es una de las vias
mas estudiadas y existen informes de conta-
minacion de aguas con E. bieneusi y E. in-
testinalis en paises latinoamericanos (17,
18).

Es importante reconocer la especie de
microsporidio presente, pues el comporta-
miento biol6gico de cada parasito es relati-
vamente diferente. E. intestinalis tiene ries-
go de ocasionar infeccion diseminada, prin-
cipalmente en rinén, higado, vias biliares y
aparato respiratorio (19). Generalmente E.
bieneusi, se limita a infectar el tracto gas-
trointestinal y causar diarrea; éste microor-
ganismo en menor proporcion puede infec-
tar el epitelio de la vesicula biliar, conduc-
tos biliares, higado, y aparato respiratorio
alto (20). Por lo tanto, se requiere una ma-
yor vigilancia clinica en el paciente infecta-
do por E. intestinalis, situacién que debe
ser tomada en cuenta en los pacientes del
SAHUM, donde fue la especie de microspo-
ridio mas prevalente. Se hace necesario co-
nocer la prevalencia de la infeccién por mi-
crosporidios en la region, pues en muchos
casos de diarreas cronicas en pacientes VIH
positivos, no se llega a identificar algiin pa-
togeno entérico, por diversas razones; pero
sobre todo porque no se solicita el descarte
de estos parasitos en la muestra fecal. Ade-
mas, existe el agravante de que en la mayo-
ria de las instituciones de salud del estado y
del pais no se cuenta con la metodologia
necesaria, ni el personal entrenado para el
diagnostico de la microsporidiosis, esta si-
tuacion debe ser atendida por los entes gu-
bernamentales con prontitud.

La mayoria de los pacientes infectados
por E. intestinalis y/o E. bieneusi presenta-
ron diarrea y pérdida de peso, en los pacien-
tes inmunocomprometidos estas parasitosis
provocan gastroenteritis secretorias con
abundante perdida de liquidos y electroli-

tos, asi como sindrome de mala absorcién,
caracterizado por pérdida de peso, desnutri-
cion e hipovitaminosis. Ademas se observo,
que 2 de ellos presentaban sindrome de
desgaste. El sindrome de desgaste o ema-
ciacion suele ser uno de los primeros sinto-
mas de SIDA, de acuerdo con la definicion
utilizada por el CDC (21), el sindrome de
desgaste asociado a la infeccion por VIH se
caracteriza por una pérdida de peso corpo-
ral (particularmente masa muscular) invo-
luntaria y mayor del 10% respecto al peso
normal de referencia, diarrea o debilidad
crénica con fiebre durante un periodo supe-
rior a 30 dias. Tal condicién ha sido referi-
da en pacientes VIH positivos infectados
por microsporidios y/o coccidios intestina-
les con anterioridad (5, 22-24).

Aunque la mitad de los individuos es-
tudiados presentaban contajes de CD4 den-
tro de los valores normales, en aquellos que
tenian los valores mas bajos de estos linfoci-
tos (< 100 cél/mm?) se demostro infeccion
por alguna de las especies de microspori-
dios estudiadas. Esto resulté estadistica-
mente significativo, demostrando una rela-
cién inversamente proporcional entre las ci-
fras de CD4 y esta infeccion parasitaria. Tal
situacion ha sido descrita en investigacio-
nes previas (25-27), Chabchoub y col. (16)
refieren 23,9% de prevalencia de microspo-
ridiosis en pacientes con contajes de CD4<
200 ¢él/mm?3, en contraste con un 5,6% de
prevalencia en los que tenian contajes de
CD4 mas altos. Esto sugiere que el paciente
VIH positivo que presente cifras de CD4
muy bajas y diarrea crénica, debe ser ardua-
mente estudiado para la deteccion e identi-
ficacion de especies de microsporidios.

Efectivamente, en pacientes VIH posi-
tivos el mantener cifras de linfocitos CD4
superiores a 200 ¢él/mm3, permite una ma-
yor proteccion contra muchos patdgenos
oportunistas. Aunque se estudiaron pocos
individuos asintomaticos en la presente in-
vestigacion, se evidencié que la mayoria de
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ellos poseian valores de linfocitos dentro de
los limites normales, presentando E. intesti-
nalis solo 2 de ellos.

Segin Abuin y Marino (28), el sistema
inmune de la mucosa gastrointestinal juega
un papel esencial en la fisiopatogenia de la
infeccion por el VIH. Puede ser la puerta de
entrada del virus VIH-1 y un sitio de infec-
cion y destruccion de linfocitos CD4. Se ha
demostrado una marcada reduccién en el
ntamero de células T CD4 de la poblacion
linfocitaria de la mucosa, acompanada de
un incremento de células T CDS8, que en
ocasiones supera a lo encontrado en sangre
periférica. La inmunodepresion de los 6rga-
nos linfoides durante la infeccién cronica fi-
nalmente predispone al desarrollo de infec-
ciones oportunistas, entre ellas las parasita-
rias. Aunque los factores de riesgo para la
adquisicion de infecciones parasitarias son
las mismas en individuos inmunocompeten-
tes que para los inmunodeficientes, la situa-
cion del sistema inmune define y modifica
el establecimiento de la infeccion, controla
la enfermedad una vez establecida (limitan-
do la severidad y diseminacion) y colabora
en la eliminacién o control del parisito.

Finalmente, es destacable la elevada
prevalencia de especies de microsporidios
observada en los pacientes VIH (consideran-
do el bajo ntimero de pacientes estudiados),
con un predominio de la especie E. intesti-
nalis. Asi mismo, se observé una relacion
inversamente proporcional entre las cifras
de CD, vy la presencia de las especies de mi-
crosporidios.
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