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INFECCION EXPERIMENTAL DE CERDOS DE UN MES DE EDAD CON
ESPORAS DE Enterozytozoon bieneusi

EXPERIMENTAL INFECTION OF ONE-MONTH-OLD PIGLETS WITH SPORES OF
ENTEROZYTOZOON BIENEUSI

Jéssica Alvarado G.', Armando Gonzilez Z.!, Robert Gillman? y Teresa Léopez U.>*

RESUMEN

La microsporidiosis humana era considerada una enfermedad exclusiva de personas
VIH positivas o de pacientes inmunocomprometidos pero actualmente se sabe que afec-
ta, ademas, a pacientes inmunocompetentes. El microsporidio mas comun es el
Enterocytozoon bieneusi. El presente trabajo tuvo como objetivo demostrar la infeccion
experimental de cerdos de un mes de edad con 840 000 esporas de E. bieneusi por via oral.
Se utilizaron nueve lechones procedentes de una granja tecnificada con muy pocas
probabilidades de infeccion a este parasito. Para el diagndstico del parasito se utilizo la
coloracion tricromica (en heces) y la coloracion de plata (tejido intestinal). Se logrd
observar esporas de E. bieneusi en heces y en cortes de intestino de todos los lechones.
El trabajo demostro que los cerdos de un mes de edad son susceptibles a la infeccion con
esporas de E. bieneusi y, por lo tanto, este animal podria ser considerado como modelo
experimental en el estudio de la microsporidiosis humana causada por E. bieneusi.
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ABSTRACT

Human microsporidiosis has been considered a disease of the VIH positive patients
or other patients with immunosupression. At present, it is known that microsporidiosis
affects not only these patients but also the immunocompetent. The most common species
is the Enterocytozoon bieneusi. The present study demonstrates the experimental oral
infection of one-month-old piglets with spores of E. bieneusi. Nine piglets from a
commercial farm with very low risk of infection by this parasite were used. Two staining
techniques were utilized for the diagnosis of the parasite: Tricromic Blue Stain (in fecal
samples) and Silver Stain (in intestinal wall). Spores of E. bieneusi were observed in feces
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and intestinal sections of all animals. The estudy showed that pigs of one month of age
are susceptible to the infection with spores of E. bieneusi and therefore, could be
considered as experimental model in the study of the human microsporidiosis caused by

E. bieneusi.
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La microsporidiosis es considerada
como una enfermedad oportunista y emer-
gente que provoca serias patologias en indi-
viduos inmunocomprometidos, especialmen-
te en personas con SIDA (Atias, 1991). Sin
embargo, también puede afectar a personas
inmunosuprimidas que hayan recibido un
transplante de oOrgano y a personas
inmunocompetentes (Weber y Bryan, 1994).
Tiene una gama amplia de hospedadores, tanto
vertebrados como invertebrados y se encuen-
tra distribuida en todo el mundo (Murray et
al., 1997).

La enfermedad es causada por
microorganismos del Phylum Microspora
(OPS, 2003). Diversas especies de
microsporidios se han encontrado en tejidos
humanos (Encephalitozoon cuniculi, E.
hellen, E. intestinalis, Brachiola
vesicularum, Nosema connori, N. ocu-
larum, Pleistophora sp., Trachipleis-
tophora hominis, T. anthropoptera,
Vittaforma corneae y Enterocytozoon
bieneusi) (Weber y Bryan, 1994); siendo el
Enterozytozoon bieneusi el mas cominmen-
te diagnosticado en el humano (Dengjel et
al., 2001). El E. bieneusi infecta principal-
mente el epitelio intestinal y causa diarrea,
no solo en personas inmunocomprometidas,
sino también en personas inmunocom-
petentes, aunque en ellas la diarrea es
autolimitante (Weber y Bryan, 1994).

Se desconoce el reservorio para la in-
feccion humana por E. bieneusi, pero se con-
sidera que la transmision se produce por in-
gestion de esporas procedentes de la orina o
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heces de animales o personas infectadas
(Murray et al., 1997). En este sentido, su
importancia en salud publica se ha
incrementado debido a que los microsporidios
que infectan a humanos han sido identifica-
dos en fuentes de agua y animales (Desplazes
et al., 2000). Dada la enorme variedad de
animales infectados por microsporidios, se
debe tener en cuenta una posible propaga-
cion zoonotica (Cama et al., 2007).

El primer caso de microsporidiosis hu-
mana se report6 en 1985, donde se encontra-
ron esporas de E. bieneusi en los enterocitos
de un paciente VIH positivo (Desportes et
al., 1985). Por otro lado, el primer reporte de
microsporidiosis humana por E. bieneusi en
un paciente VIH negativo se describié en
1994 y, en ese entonces, se concluyd que era
un parasito natural en el hombre y que, ade-
mas, podia causar enfermedad en pacientes
inmunocompetentes (Sandfort et al., 1994).
No obstante, estudios posteriores realizados
en mujeres embarazadas, donadores de san-
gre, trabajadores de camales y criadores de
perros, mediante la deteccion de anticuerpos
especificos contra microsporidios, demostra-
ron que también afecta a individuos
inmunocompetentes (Del Aguila ez al., 2001).

En la actualidad, es muy poca la infor-
macion que se tiene de la enfermedad, y la
existente esta basada en estudios realizados
directamente en humanos. Asimismo, se vie-
nen realizando diversos estudios para poder
cultivar el E. bieneusi aunque sin éxito hasta
el momento (Didier y Weiss, 2006). El objeti-
vo del presente estudio fue lograr la infec-
cioén experimental de cerdos de un mes de
edad con esporas de E. bieneusi a fin de
evaluar la posibilidad de usar al cerdo como
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un modelo experimental para realizar investi-
gaciones relacionadas al ciclo bioldgico, vias
de contaminacion, comportamiento patologi-
co en las células invadidas, y uso de drogas
para su eliminacion, entre otros.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron nueve lechones de un mes
de edad, procedentes de una granja de cer-
dos de crianza tecnificada, de 9 kg de peso en
promedio y negativos a E. bieneusi. Los ani-
males fueron alojados, desde su llegada y du-
rante todo el experimento, en los corrales del
Laboratorio de Medicina Veterinaria Preven-
tiva de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima. Desde su arribo y durante todo el ex-
perimento los animales recibieron alimento
balanceado comercial y agua ad libitum.

Pre-infeccion

Se realizo el monitoreo de las heces du-
rante seis dias consecutivos para comprobar
la negatividad de los animales a E. bieneusi.
Tres dias previos a la infeccion, los lechones
recibieron una papilla consistente en Josten
Milk, afrecho y agua, ademas de su alimento,
y un dia antes de la infeccion solo se les pro-
porciono la mitad de su racion de alimento a
fin de familiarizarlos y asegurar la ingestion
de la dosis infectiva.

El procesamiento del inoculo se realizo
en el Laboratorio de Parasitologia de la Fa-
cultad de Ciencias y Filosofia, Universidad
Peruana Cayetano Heredia. Se utilizé una
muestra proveniente de un nifio con
microsporidiosis, la cual fue homogeneizada
y dividida en alicuotas de 2 ml. Luego la mues-
tra se lavo tres veces con agua destilada y
centrifugaciones a 2500 x g durante 30 minu-
tos. Cada sedimento obtenido fue resuspen-
dido en 2 ml de PBS, pH 7.2-7.4,0.01M. Para
el recuento de esporas se tomod 10 ul de la
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suspension en un portaobjetos, se dejo secar
al ambiente y se tifldo con coloracion
tricromica (Isemberg, 1998). Se obtuvo un
recuento de 4200 esporas/10 pl.

Infeccion

El in6culo para cada lechon se preparo
agregando 8 ml de PBS, pH 7.2-7.4, 0.01M,
a tubos que contenian los 2 ml de suspension
de esporas y luego se mezcld con la papilla.
Cada lechon, en ayunas y alojado en una jau-
la individual, fue infectado por via oral con,
aproximadamente, 840 000 esporas de E.
bieneusi.

Post-infeccion

Las heces de cada animal se recolec-
taron durante 30 dias y se procesaron con el
método de concentracion de Ritchie y colo-
racion tricromica. Dos lechones se sacrifi-
caron al dia 10 post-infeccion (p.i.) y el res-
to al final del experimento. En la necropsia
se tomaron muestras de duodeno, yeyuno,
ileon y colon. Las muestras de tejidos fue-
ron procesadas y tefiidas con coloracion de
plata.

La funcion de la probabilidad de in-
fecciones se calculdé empleando la distribu-
cioén Beta. Para graficar la distribucion
Beta, B (0, a,) se consideraron como para-
metros o = éxitos + 1y a, = fracasos + 1.
La funcion de probabilidad se calculd em-
pleando el paquete estadistico de simulacion
estocastica @Risk 4.5 (Palisade Corp). La
simulacion se corrid por 10 000 iteracciones
y se grafico la funcion de probabilidad con
intervalos de confianza del 90%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los animales infectados llegaron
a eliminar esporas con las heces. El inicio de
la eliminacion de esporas estuvo entre los
dias 4-6 p.i. (Fig. 1). Este tiempo fue menor
al determinado en otras infecciones experi-
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Figura 1. Numero de animales con presencia de esporas de Enterocytozoon bieneusi en heces

(diagndstico con coloracion tricromica)

mentales, que estuvo entre los 9 a 12 dias p.i.
(Tzipori et al., 1998). Este resultado se po-
dria deber al nimero mayor de esporas utili-
zados en el presente estudio (840 000 espo-
ras/animal) en comparacion con la dosis del
inoculo empleado por el grupo de Tzipori, que
fue entre 5000 a 50 000 esporas/animal.

Las esporas se eliminaron por espacio
de 2 a 6 dias en la mayoria de los lechones.
La eliminacion de esporas no fue constante
sino, mas bien, intermitente. En este sentido,
uno de los lechones elimind esporas hasta el
dia 8 p.i., dejo de excretar esporas y luego
continu6 excretando esporas hasta el dia 22
p.i., dando un total de 12 dias de eliminacion
de esporas. Este hecho podria deberse a que
E. bieneusi podria presentar estadios
intracelulares en diferentes grado de desa-
rrollo, o tal vez a una localizacion extra intes-
tinal. Esta situacion se observa en Isospora
suis, donde la eliminacidn de ooquistes pue-
de ser bifésica, debido a la reinvasion del epi-
telio intestinal de los estadios presentes en
los tejidos (Urquhart ef al., 1996).
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En los dos lechones sacrificados a los
10 dias p.i. se encontrd entre 2-16 esporas
por animal dentro de los entericitos, posible-
mente debido a que las esporas inoculadas
no los lograron afectar, aunque también pudo
deberse a que no se estudiaron las secciones
adecuadas del tracto digestivo o porque no
se estudiaron tejidos extra intestinales. Por
otro lado, no se puede descartar que la colo-
racion de plata no haya sido la mas adecua-
da, toda vez que presenta resultados varia-
bles (Cook, 2000).

El estudio de los cortes histologicos del
intestino, al final del ensayo, mostraron que
la porcion mas infectada con esporas de E.
bieneusi fue la porcion media del yeyuno
(Cuadro 1). Resultados similares se encon-
traron en el estudio de las distintas porciones
del intestino de pacientes inmunodeficientes,
donde el yeyuno fue la porcion mas afectada
(Weber y Bryan, 1994).

Las lesiones histopatologicas encontra-
das correspondieron a atrofia de las vellosi-
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Cuadro 1. Numero de esporas de FEnterocytozoon bienensi en cortes histologicos de
intestino en lechones (diagnostico con coloracion de plata)

Porcidn de intestino

Cerdo Duodeno Yeyuno Ileon Colon Total
1 5 8 3 0 16
2 3 0 1 0 4
3 0 2 0 5 7
4 1 4 0 0 5
5 1 1 0 0 2
6 0 1 0 2 3
7 1 3 3 1 8
8 1 2 1 0 4
9 1 2 0 1 4

Total 13 23 8 9 53

dades y presencia de polimorfos nucleares.
Kotler et al. (1994) obtuvieron resultados si-
milares en su estudio en pacientes con
microsporidiosis. Sin embargo, no se observo
ningun signo clinico como diarrea, vomito ni
pérdida de peso en los animales. Este hecho
puede indicar la importancia del genotipo de
las esporas, ya que el indculo del presente
estudio provino de un nifio con
microsporidiosis. Los estudios moleculares
determinaran si existe diferencia entre las
esporas de E. bieneusi encontradas en hu-
manos y cerdos.

Los analisis estadisticos encontraron 9
éxitos y 0 fracasos. La simulacion se corrio
considerandoa =10y o, =1y luegode 10 000
iteracciones se encontrd que el 90% de los
valores de la probabilidad de infeccidn esta-
ban entre 0.741 y 0.9949.
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