REV CUBANA MED TROP 2003;55(1):14-8

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

Diagnostico de coccidiasy microspor as en muestras de heces
diarreicas de pacientes cubanos seropositivosal VIH: primer

reporte de microsporas en Cuba

Dra. Mirginia Cap6 de Paz' Téc. Marta Barrero Bringuez,? Téc. Beltran \elazquez Viamonte,? Dra.. Caridad Luzardo
Suarez?Lic. Alina Martinez Rodriguez* y Dra. Zaida Alujas Martinez®

RESUMEN

Se estudiaron las numerosas muestras de diarreas liquidas que llegan a laboratorio clinico parasitolégico del IPK, en las que se
busca la presencia de agentes patdgenos de la subclase Coccidia y de la familia Microspora. A partir del 13 de julio de 2000 se
completaron las condiciones para diagnosticar microsporidios y el método se incorpor6 a la bateria de técnicas diagndsticas que
se emplean en €l laboratorio. Después de 4 meses se hizo un corte para analizar la positividad hallada. Se present6 un estudio de
distribucién de frecuencias y se encontré que de 170 muestras estudiadas, 51 resultaron positivas para algin protozoo, lo que
representa 30 % de positividad. Las especies més frecuentemente halladas fueron Cryptosporidium parvum y microsporidio. Se
encontré asociacion de varias especies en una misma muestra en 13,1 % de las muestras positivas. Las asociaciones méas
frecuentes fueron: Cryptosporidium parvum y Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium parvum y microsporidio y, Cyclospora
cayetanensis y microsporidio, cada una con 2 pacientes. Se hall6 asociacion de 3 especies diferentes en una misma muestra.
Todos los individuos en la serie eran seropositivos a VIH y los més afectados tenian menos de 200 linfocitos T CD4 +/mL. Esto
constituy6 el primer reporte en Cuba de microsporidios en heces, lo cual fue posible luego de aplicar e interpretar la técnica
previamente descrita para la identificacion de este Phylum. Por la tendencia al aumento de los casos con infeccion VIH/SIDA,
se impone que los laboratorios cuenten con los reactivos indispensables para realizar la tincion tricromica de Didier modificada
y que profesionales y técnicos de los laboratorios de parasitologia del pais se entrenen en los procedimientos para la identificacion
y €l reconocimiento de estos protozoos oportunistas.
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RELACIONADAS CON SIDA; HECES/parasitologia; DIARREA/etiologia; CUBA.

Coccidias y microsporas son protozoos
causantesde diarreasen los paisestropicales. Han
sido culpadasdelas“diarreasdel vigiero” y lasde
tipo ocupacional. Lainfeccién en humanoshasido
descrita como silente o pasgjera en individuos
inmunocompetentes pero, en pacientes con
inmunodepresion celular deorigen diverso, adquiere
una relevancia mayor,* especificamente en la
infeccion por VIH/SIDA. La etiologia de los
sindromesdiarreicos crénicoses muy variada, pero

con gran frecuencia se identifican estos protozoos
en las muestras de estos pacientes.

Bajo el término de coccidias se agrupan entre
otras Isospora belli, Sarcocystis hominis,
Cryptosporidium  parvum, Cyclospora
cayetanensis.!

Varias especies de Cryptosporidium han sido
reconocidasen lanaturaleza, queinfectan unaamplia
variedad de hospederos, pero C. parvum es la
especie que mas frecuentemente se diagnostica
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en las diarreas de pacientes inmunodeprimidos y
en nifos.? Es considerado pat6geno parahumanos
detodaslas edadesy sexos en cualquier latitud, a
quienes puede causar infeccion subclinica, diarreas
deintensidad moderaday, hastala muerte. Con €l
microscopio de luz los ooquistes de C. parvum se
observan como cuerposredondosu ovoidesde2 a
4 mm de diametro en muestras de heces.?
Desdichadamente, no existe un tratamiento efectivo
paracryptosporidiosis, pero | os pacientesmejoran
muchisimo con medidas que restablecen la
inmunidad del pacientey con terapiasintomaética.

Han sido identificadas 2 especies de esporozoas
en heces humanas, Isospora belli y Sarcocystis
hominis.® Raramente causan infeccién en
humanosinmunocompetentes, sin embargo, pueden
considerarse agentes patdgenos intestinales
oportunistas en pacientes con VIH/SIDA; en
quienes pueden producir un sindrome de
malabsorcion con epigastralgia y o mas
representativo de esta coccidia es que es la Unica
gue evolucionacon eosinofilia

I. belli y S. hominis seidentifican en muestras
de heces diarrei cas como ooqui stes caracteristicos,
esporuladoso no esporulados. Trimetroprim (160 mg),
sulfametoxazol (800 mg), 2 veces a diapor 7 d
son las drogas de eleccién para el tratamiento de
esta parasitosis.*

Cyclospora cayetanensis tiene una
distribucion mundial. En humanos causa diarreas
acuosas.® Hasta hace unos afios era una infeccion
del todo desconocida pero, aparentemente, es
endémicaen zonastropicalesy en particular entre
losindividuos con lainfeccién por VIH/SIDA. Su
diagnostico se realiza por la identificacion al
microscopio de los ooquistes en heces. El
tratamiento recomendado para C. cayetanensis
es el mismo que paral. belli.*

Los organismos del Phylum Microspora son
parasitosintracel ulares obligados, constituidos por
esporas que varian en forma, tamafio y método de
division celular segun las diferentes especies.t Los
géneros que infectan a los humanos incluyen
Encephalitozoon, Nosema y Enterocytozoon,
entre otros, y € diagnéstico de certeza se redliza
con diversas técnicas, como reaccion en cadena
de la polimerasa,® inmunofluorescencia’ y
microscopia electronica. En el laboratorio
diagnostico ordinario seemplealatincidntricromica
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modificada.® Los pacientes con SIDA pueden
desarrollar un sindrome diarreico cronico de
abundantes diarreas acuosas y semiliquidas,
anorexia, pérdidade peso y desgastefisico. Cuando
la inmunidad celular es muy precaria, algunas
especies producen una enfermedad diseminada
grave; entonces, los sintomas corresponden con
los organos afectados; aunque esto depende
también de laespecie de microsporidium que esté
infectando. El albendazol, un benzimidazol
carbamato analogo a mebendazol, ha producido
respuestas efectivas en el tratamiento de pacientes
infectados con microsporidios.**®

Al laboratorio diagnéstico de parasitol ogiadel
Instituto deMedicinaTropical “Pedro Kouri” (1PK)
[legan numerosas muestras de heces diarreicas,
no solo de pacientes VIH +, enlasque se buscala
presenciade agentes patdgenos. Se decidio realizar
un estudio retrospectivo para determinar la
incidencia que existe de coccidias y microsporas,
entre estos pacientes con VIH/SIDA que acuden
al centro para su atencion médica especializada.

METODOS
Técnicas de laboratorio empleadas

Para diagnosticar estos microorganismos se
procesaron las muestras por métodos esténdar de
examendirectoy del concentrado, seginlosMéodos
Béasicos de Laboratorio en Parasitologia Médica
de la OMS™ Las laminas fueron coloreadas con
la técnica de Ziehl Nielsen modificada para la
deteccion de C. parvum, C. cayetanensis e
Isospora sp. Paralaidentificacion de microsporidia
se empleo la coloracion tricromica de Didier
modificada.’* Las laminas se observaron al
microscopiodeluz conobjetivodeinmersidnenaceite,
con un aumento de 1 000 x.

A los casos cuyas heces resultaron positivas
de alguna especie de coccidia y/o microspora se
les estudiaron las subpoblaciones linfoides T,
fenotipos CD3, CD4, CD8 paravalorar el estado
inmunol 6gico delos pacientesinfectadoscon VIH/
/SIDA. Para el estudio de las subpoblaciones
linfocitarias se empled latécnica de inmunofeno-
tipaje por citometriadeflujo.*
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Procesamiento de datos

Se buscaron todos los diagndsticos positivos
de C. cayetanensis, Isospora sp, C. parvum y
microsporidium que se reaizaron desde €l 13 de
julio hasta el 30 de noviembre de 1999. La
informacion se vertio en una hoja de vaciamiento
y se procedi6 al conteo de los casos positivos
hallados.

Se incorporé la informacién referente al
conteo global de linfocitos T CD4 + ala hojade
datos. De cada uno de los pacientes se hizo el
andlisis de los resultados con el diagndstico de
género hecho.

RESULTADOS

En el laboratorio se recibié un total de 170
muestras de diarreas liquidas en el periodo
analizado. De estas muestras, 51 (30 %) resultaron
positivas para al menos un tipo de protozoo
parasitario. EI mas frecuente fue C. parvum
(n= 35; 20,58 %) seguido de microspora (n= 12;
7,05 %), 1. belli (n=8; 4,70 %) y C. cayetanensis
(n=6; 3,53 %).

En 8 pacientes se encontraron asociaciones
de 2 especies 0 mas en la misma muestra. Las
asociaciones mas frecuentemente halladas fueron

C. parvum-C. cayetanensis (n= 2), C. parvum-
-Microsporidio (n= 2), C. cayetanensis-
Microsporidio (n= 2), seguida por C. parvumtl. belli
(n=1). LIamo6 la atencién la asociacion de 3
especies en 1 caso que involucrd C. parvum,
C. cayetanensis y microsporidio.

Al relacionar € conteo deloslinfocitos T CD4 +
y lostiposde microorganismosidentificadosen las
heces (tabla), se hall6 que la diferencia en la
frecuencia de casos con C. parvum entre los
pacientes con < 200 células y aquellos con > 200

céulasfue estadisticamente significativa(p< 0,01).
Los valores de las frecuencias halados para las
otras especies que se estudiaron no fueron
significativos (p> 0,05) paraambos grupos, 1o que
quizas pudieradeberse al pequefio nimero de casos
gue presentaron estas infecciones.

DISCUSION

Este estudio presentalaimportanciade algunas
parasitosisintestinal es en pacientesinfectados con
VIH/SIDA y sindrome diarreico. Otros agentes
etiol 6gicoscomo losvira es, micoticos o bacterianos
no fueron considerados en este trabajo. Sin
embargo, queda documentada laimportancia que
las coccidias y microsporas tienen como agentes
etiol 6gicos en estos casos.

Lafrecuenciadediarreasacausade coccidias
y microsporas, seguin losresultados de este trabajo,
puede considerarse de importancia porque 30 %
de las muestras estudiadas presentaban al menos
uno de estos agentes etioldgicos. Ademas, 8 de
ellos presentaron evidencias de infeccion por méas
de 1 de estos agentes en la misma muestra.

Como se ha reportado reiteradamente en la
literatura, la infeccién por C. parvum es la més
frecuente delas parasitosisintestinal es preval entes
en pacientes con VIH/SIDA e inmunocompro-
metidos.®® El valor de positividad de 20,6 % para
C. parvum hallado en este trabajo fue mayor que
los valores reportados previamente por Hadad y
otros (38,3 %) en 19903y por Martinezen 1998,
y que 11,9 % segin Escobedo.'® Todos estos
estudios fueron realizados en el medio cubano.

En orden defrecuencia, siguio lainfeccion por
microsporidio con 7,05 %. Por no haber sido
detectada estaparasitosis con anterioridad en Cuba,

TABLA. Distribucién de frecuencia-especie de agente etioldgico con respecto a los valores de

recuento de linfocitos T CD4+

C. parvum  Isospora belli Cyclospora cayetanensis Microsporidio

Recuento de linfocitos  (n= 35) (n=28) (n=16) (n=12)

TCD4+ / mm?3 No % No % No % No %

< 200 27 77,14 3 37,50 4 66,67 5 41,67

> 200 8 2286 5 6250 2 33,33 7 58,33
(p< 0,01) (p> 0,05) (p> 0,05) (p> 0,05)



lavaloracion en cuanto alafrecuenciahalladasolo
puede ser hecha con datos de otros paises. Por
ejemplo, al comparar este dato con 11 % en
Zimbabwe'® y 39 % reportado por Orenstein'’ se
puede considerar que en Cuba la infeccion por
microsporidio esmoderada.

Seguidamente, aparecieron 1. belli y
C. cayetanensis con una frecuencia de 4,70 %
y 3,53 %, respectivamente. Estos valores se
encuentran por encimadeloshallados previamente
en Cuba4s

La presencia de estos protozoos oportunistas
seexplicapor lostrastornosinmunitarios mediados
por células, principalmente sobre las subpobla-
ciones de linfocitos T CD4 +, que caracterizan la
infeccién por VIH/SIDA. Estas células e
inmunomodul adores segregados por otras células
del aparato inmunitario, favorecen mecanismosde
defensa contra parésitos en el tubo digestivo.181°
L os resultados obtenidos favorecen 1o reportado
antes acerca de que las coccidiosis y los
microsporidios se comportan como agentes
oportunistas en pacientes severamente inmuno-
comprometidos.® En este estudio, 68 % de los
pacientes tenia un recuento de linfocitos T CD4+
por debajo de 200 cdulas/mL, loqueindicalasevera
inmunodepresion que sufrian. Las cifras del
recuento delinfocitos T CD4+ del resto deloscasos
tenia un valor por encimade 200 célulag/mL. Sin
embargo, se debe aclarar que estos valores no
necesariamente se correspondian con el momento
del diagndstico delasinfeccionesentéricas. En este
trabajo se tomaron los valores de las Ultimas
determinaciones que se habian realizado a los
pacientes, |o que pudo suceder algun tiempo antes
del comienzo del cuadro diarreico.

El presente estudio demuestraquel ospacientes
cubanos con diarreas cronicas y VIH/SIDA con
frecuencia padecen infecciones intestinales por
coccidias y microsporidios. Por lo tanto, es
importante lograr laidentificacion de los agentes
causantes del sindrome diarreico para imponer
tratamiento especifico oportunamente, si se
encuentran especies gque pueden ser tratadas de
formaeficaz. Estotieneun valor inestimable en el
aiviodelossintomasy delastantas complicaciones
graves que los pacientes inmunodeprimidos
presentan en el transcurso de su enfermedad.
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Se demuestra por lo tanto, la necesidad de
entrenar al personal que diagnostica en los
laboratoriosde parasitologiaclinica, principamente
a aquellos vinculados a las personas VIH/SIDA
en tratamiento ambulatorio y alos sanatorios para
estas personas, con la finalidad de que se pueda
hacer el diagnostico etiologico de todas las
infecciones por protozoos y coccidias, que los
pueden afectar en el medio cubano.

Este articulo constituye €l primer reporte en
Cuba de microsporidios en heces.

SUMMARY

The numerous specimens of liquid diarrheas received at the
clinical parasitology laboratory of “Pedro Kouri” Institute of
Tropical Medicine were studied searching for the presence of
pathogenic agents of Coccidium subclass and of the microspore
family. The conditions to diagnose microsporidia were created
on July 13, 2000, and the method was incorporated to the
battery of diagnostic techniques used in the laboratory. A cut-off
was made after 4 months to analyze the positivity found. A
frequency distribution study was conducted and it was observed
that of the 170 studied samples, 51 proved to be positive for
some protozoon, which represents 30 % of positivity. The most
frequently found species were Cryptosporidium parvum and
microsporidium. Association of various species in a same sample
was found in 13.1 % of the positive samples. The most frequent
associations were: Cryptosporidium parvum and Cyclospora
cayetanensis, Cryptosporidium parvum and microsporidium,
and Cyclospora cayetanensis and microsporidium, each with 2
patients. Association of 3 different species in a same sample was
dso found. All the individuals in the series were HIV seropositive
and the most affected had less than 200 TCD4+ lymphocytes/mL.
This was the first report of microsporidiain fecesin Cuba. It was
possible after applying and interpreting the technique previously
described to identify this phylum. As there is a trend towards the
increase of cases with HIV/AIDS infection, it is necessary that
the laboratories have the indispendable reagents to perform the
modified Didier’s trichromic staining and that the professionals
and technicians of the parasitology laboratories of the country
be trained in the procedures for identifying and recognizing
these opportunistic protozoa.

Subject headings: TUBERCULOSIS/mortality; TUBER-
CULOSIS/history; TUBERCULOSIS PULMONARY /mortality;
TUBERCULOSIS PULMONARY /history; MORTALITY RATE;
CUBA.
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