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COMUNICACION

PRESENCIA DE Enterocytozoon bieneusi EN CERDOS DE TRASPATIO EN
TUMBES, PERU

PRESENCE oF ENTEROCYTOZOON BIENEUSI IN BACKYARD PiGs IN TumBES, PERU

lvette Avalos M.!, Rosa Perales C.}#, Teresa Lopez U.2, Eloy Gonzéles G.2,
Armando Gonzalez Z.2

REsSuMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de esporas de
Enterocytozoon bieneusi en cerdos de traspatio, en el departamento de Tumbes, Pera.
Se tomaron 300 muestras de heces y 300 muestras de bilis de cerdos en dos oportunida-
des entre marzo y octubre de 2009. Se empled la coloracion Chromotrope 2R (exclusiva
para microsporidios) para la deteccion del hongo. Todas las muestras resultaron negati-
vas.
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The present study aimed to determine the presence of spores of Enterocytozoon
bieneusi in pigs under extensive breeding in the department of Tumbes, Peru. Three
hundred samples of feces and 300 of bile were taken twice between March and October
2009. Samples were processed by the staining technique using Chromotrope 2R
(microsporidia exclusive). All samples resulted negative.
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Enterocytozoon bieneusi es un
microsporidio intracelular obligado de
distribucién mundial, reclasificado como un
hongo perteneciente al Phylum Microspora
(Mathis et al., 2005). Es un eucariota
primitivo, que se caracteriza por producir
esporas y poseer un mecanismo complejo de
extrusion tubular, el cual es utilizado para
inyectar el esporoplasma (material infeccioso)
a las células (Acha y Szyfres, 2003).

E. bieneusi es la especie mas comun
de microsporidio que esta asociado a
infecciones oportunistas en individuos
inmunosuprimidos, y en el hombre esta
principalmente asociado al Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
(Angela y Suresh, 2007). Se localiza en el
intestino delgado y en el epitelio de los
conductos biliares, y al igual que en el
humano, en los animales se le asocia con poca
frecuencia con enfermedad clinica
(Watchman y Mansfield, 2008); no obstante,
es responsable de diversos procesos
patologicos. La enfermedad que produce se
puede presentar como una infeccidon
asintomatica, como una diarrea autolimitante
0 como una infeccioén refractaria o incurable
(Barros et al., 2004).

E. bieneusi se ha detectado en diversos
animales, tanto domésticos como silvestres.
La presencia de esporas de E. bieneusi en
heces de cerdos de crianza intensiva ha sido
confirmada mediante la prueba de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la
tincion tricromica (Deplazes et al., 1996;
Breintenmoser et al., 1999; Buckholt et al.,
2002; Jeong et al., 2007; Sak et al., 2008).
Los genotipos encontrados en cerdos estan
muy relacionados a los hallados en humanos,
y por ello se sugirid6 que este patdégeno
producia una infeccion potencialmente
zoonotica (Rinder et al., 2000).

En el Peru, mediante la prueba de PCR,
se encontraron esporas de E. bieneusi en
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cuyes y en un niflo, siendo del mismo
genotipo. Ademads, se determind que este
genotipo era genéticamente diferente a los
otros genotipos conocidos de E. bieneusi en
humanos (Cama et al., 2007).

El presente estudio tuvo por objetivo
determinar la presencia de esporas del
microsporidio Enterocytozoon bieneusi en
heces y bilis de cerdos de traspatio.

El presente estudio de investigacion fue
de tipo explorativo. Se trabajo con cerdos
criollos de traspatio del departamento de
Tumbes entre marzo y octubre de 2009.
Tumbes se encuentra localizado en la parte
nor-occidental del Peru, y presenta un clima
semitropical, temperatura anual de 24 °C
(desde 18 °C en invierno hasta 40 °C en
verano) (Tumbes, 2011).

Para el calculo del tamafio de muestra
se utilizé el modelo tedrico de la distribucion
binomial, fijandose arbitrariamente una
prevalencia critica del 1% y una confianza
del 95%, es decir que la probabilidad de
encontrar positivos en la muestra seria del
5% (Gonzalez, 1986), llegandose a requerir
300 animales.

Se emplearon animales que fueron
sacrificados en el camal local, y se colectaron
300 muestras de heces y 300 de bilis por
periodo de estudio. En el primer periodo se
trabajo con cerdos de 2 a 60 meses de edad,
en tanto que en el segundo periodo fueron
de 6 a 8 meses de edad.

Las muestras de heces se obtuvieron
directamente del recto. Se colectaron 10 g
que se mezclaron con 30 ml de formol-PBS
al 5% en tubos Falcon. Para la obtencion de
las muestras de bilis, se separo la vesicula
biliar del higado y se vertio todo el contenido
en un tubo Falcon de 50 ml. Las muestras
fueron rotuladas, almacenadas a 4 °C y
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trasladadas al Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria de la
Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima.

En el procesamiento de las muestras
de bilis se realizé6 una modificacion de la
técnica usada por Alvarado (2004), donde
las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm
por 10 min con NaCl al 0.9%. Se coloco 50 pl
del sedimento en un portaobjeto, se hizo una
extension de la muestra haciendo circulos y
se fij6 con metanol.

Las muestras de heces fueron
analizadas por el método de concentracion
de Ritchie, siguiendo el protocolo descrito por
Alvarado (2004). La muestras fueron
centrifugadas a 2500 rpm por 10 min, se tomod
50 pl del sedimento, y se fij6 con metanol
absoluto durante 10 min. Posteriormente, las
muestras fueron fijadas y coloreadas con
Chromotrope 2R (especifica para
microsporidios).

En ambos tipos de muestras, se coloco
una gota de permount (pegamento) sobre la
lamina y un cubreobjeto de 22 x 40 mm. Se
observo a microscopio de luz, con el objetivo
de 100X y aceite de inmersion.

Para el analisis de datos, se utilizo la
técnica de evaluacion de riesgo mediante la
simulacion beta (@Risk), y las proporciones
se expresaron con un intervalo de confianza
al 95%.

Todas las muestras resultaron negativas
a esporas de E. bieneusi. Los valores
maximo y minimo obtenidos a través de la
simulacion estocastica fueron de 0.0000421
y 0.0061191, respectivamente (Fig. 1).
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En los ultimos afios se ha podido
apreciar el surgimiento de enfermedades
emergentes y oportunistas. Tal es el caso de
la microsporidiosis humana, causada por el
E. bieneusi, donde el cerdo es considerado
como una de las fuentes de diseminacion de
este patogeno, y por lo tanto, constituye un
riesgo potencial en la salud publica (Dengjel
et al., 2001). Se tiene escaso conocimiento
de esta enfermedad en el pais, por lo que en
el presente estudio se evaluo el rol del cerdo
criado en forma extensiva como diseminador
de esporas del E. bieneusi.

Trabajos previos demuestran una
relacion entre la presencia de E. bieneusi y
el tipo de crianza. Estudios hechos en cerdos
de crianzas intensivas o tecnificadas demos-
traron prevalencias variadas (Desplazes et
al., 1996; Breintenmoser et al., 1999;
Buckholt etal., 2002; Jeong et al., 2007; Sak
et al., 2008). El presente trabajo se hizo con
cerdos criados de forma extensiva o no
tecnificada, donde se esperaba encontrar
animales positivos, debido a las medidas
sanitarias inadecuadas e insalubres para
controlar cualquier tipo de enfermedad,
ademas de presentar un ambiente rustico y
sin asistencia médica; sin embargo, todas las
muestras resultaron negativas.

La crianza intensiva es un factor que
predispone a los animales a padecer de
diversas enfermedades, en parte debido al
estrés cronico en que se encuentran
(Santana, 1996); mientras que el ambiente
en la crianza extensiva es mas natural, con
menos estrés.

La coloracion Chromotrope 2R fue
empleada por sus ventajas comparativas
sobre el PCR, a pesar que posee una
sensibilidad del 80% y podrian dejarse de
detectar algunas muestras positivas. Por ello,
se disminuyo la prevalencia limite al 0.75%,
para que fuese mas probable encontrar un
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Figura 1. Distribucion beta de la probabilidad de la prevalencia para la infeccion de cerdos con
esporas de Enterocytozoon bieneusi, con intervalos de confianza al 95%

animal positivo. La tincién Chromotrope 2R
favorece un buen contraste entre las esporas
de microsporidios y otros elementos que se
puedan encontrar en heces. Ademas, esta
coloracion puede utilizarse con otro tipo de
muestras, como la orina. Las esporas se tifien
de color rojo violeta y permite, a veces,
visualizar la zona vacuolar; aunque es mas
facil ver las esporas cuando se encuentran
en grupo (Castro y Guerrero, 2006).

Latécnica de PCR es la mas usada para
el diagnostico de E. bieneusi en muestras
de heces (Desplazes et al., 1996;
Breintenmoser et al., 1999; Jeong et al.,
2007; Sak et al., 2008) y bilis (Buckholt et
al.,2002). Sin embargo, a pesar que la prueba
de PCR se considera como gold estandar
para el diagnodstico de microsporidios por su
mayor sensibilidad y especificidad, la
coloracion Chromotrope 2R es muy usada,
sobre todo, como prueba tamiz (Mohammed
etal., 2009). Asi mismo, la coloracion es mas
economica que el PCR, al no requerir
reactivos y equipos costosos.
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