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Prevalencia de microsporidios en orinas de pacientes
referidos para urocultivo en la Regidon Pacifico Central
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Justificacion: La mayoria de las infecciones por microsporidios en €l ser humano se han reportado en €l tracto
gastrointestinal, sin embargo, es posible hallarlos parasitando otros sitios anatémicos como €l tracto genitourina
rio, en donde las patologias pueden variar desde uretritis hasta falla renal. Tradicionalmente esas infecciones
se deben a género Encephalitozoon, parasito contra el cual e Albendazol ha demostrado ser un medicamento
efectivo.

Objetivo: Determinar la prevalencia de microsporidios en personas que son referidas a |aboratorio para
urocultivo, dados los antecedentes clinicos que presentan.

Métodos: El procesamiento de las muestras incluyd su toma con técnica aséptica, su cultivo en los medios de
Agar Sangre, MacConkey y Manitol — sal para su estudio por presencia de bacterias y/u hongos y la realizacion
del antibiograma, segliin los parametros establecidos por la CCSS para los urocultivos. Adiciona a esto se
centrifugé una alicuota de 9 ml separando 50 microlitos del sedimento urinario, a cual se le afiadi6 igual
volumen de KOH a 5%. Se hicieron frotis los cuales se fijaron con acohol metilico una vez secos, y se tifieron
con la técnica tricrémica de Weber, obviando e paso de la decoloracidn y la deshidratacion.

Resultados: Se encontré un 25% de orinas positivas por microsporidios. Los pacientes con edades entre 26 y 55
anos presentaron mayor positividad.

Conclusiones: El porcentaje de prevalencia encontrado (25%) y € hecho de que estas infecciones pueden llegar
a causar severos dafios al ser humano, hacen imperativa la necesidad de realizar diagnosticos maés certeros de
esta parasitosis, paralo cual proponemos latincion de Weber con la modificacion presentada en este trabajo para

el diagndstico de las infecciones por microsporidios en el tracto urinario.
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Los microsporidios, protozoarios ubicuos, reconocidos como
parasitos intracelulares obligados, pueden infectar tanto
organismos invertebrados como vertebrados 3. Fueron
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descritos por primeravez en 1857 como parésitos de artropo-
dos, y Matsubayashi y colaboradores reportan la primera
infeccion en humanos en 1959 *. Estas infecciones, sin em-
bargo, se consideraron cuadros poco comunes hasta 1985,
cuando la epidemia del virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH) produjo un aumento en el nimero de los pacientes
inmunodeficientes y, consecuentemente, en las infecciones
por parésitos oportunistas como los microsporidios °. Hoy
estos parasitos constituyen un problema de salud publica, tan-
to para personas inmunocompetentes como inmunodeficien-
tes, presentandose en éstos Ultimos, cuadros clinicos mucho
mas severos ©. Por tradicion, las infecciones por microspori-
dios se han asociado con € tracto gastrointestinal (Enterocy -
tozoon bieneusi y Encephalitozoon intestinalis) ” y alosteji-
dos oculares (Microsporidium sp.y Vittaforma cornea). Ade-
maés, es bien sabido que pueden afectar otros érganos y teji-
dos del organismo como musculo, higado y rifién, e incluso
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causar infecciones diseminadas, las cuales son producidas
principalmente por Encephalitozoon hellen 8. Mas informa-
cion sobre esta parasitosis se encuentra en el trabajo de
Chinchillay colaboradores °.

En 1997 se informd de la primera infeccion por microspori-
dios en Costa Rica ** A partir de ese momento y gracias a
técnicas de tincion especiales que permiten detectarlo a
microscopio de luz, cada vez son més frecuentes |0s reportes
de este parasito en nuestro pais, circunscritos sobre todo alos
hallazgos en muestras de heces provenientes en su mayoria
de pacientes que consultan por infecciones diarreicas 5.

Dado lo anterior, €l objetivo de este trabgjo es determinar la
prevalencia de microsporidios en muestras de orina de pa-
cientes referidos a laboratorio clinico para urocultivo, por
medio de la técnica tricromica de Weber, previo tratamiento
de las muestras con KOH.

Métodos y materiales

Pacientes

Se seleccionaron aguellos que fueron referidos a laboratorio
clinico para practicarse un urocultivo y manifestaron su con-
formidad de que ala misma muestra sele redizaralatincién
de Weber para detectar microsporidios.

Seleccion delas muestras

Todas las muestras por estudiar fueron recolectadas por 1os
pacientes o sus encargados (en €l caso de los nifios), segin
los lineamientos establecidos por los Laboratorios Clinicos
dela Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS), paralare-
coleccion de orinas para urocultivo (técnica aséptica).

Procesamiento de las muestras

De cada una de las muestras de orina tomadas con técnica pa-
raurocultivo se separé una aicuota de 9 ml. Laorinafue de-

positada en tubos de ensayo estériles, con su tapdn de hule. Es-
tas dicuotas se guardaron en refrigeracién por un lapso no ma-
yor de tres dias, hasta ser procesadas por microsporidios. To-
das las muestras se cultivaron en los medios tradicionales para
urocultivo y se seleccionaron paralatincion tricromica aque-
Ilas cuyo resultado indicaba que no habia contaminacién por
materia fecal. Paralelamente se anoté el pH, la presencia de
leucocitosy el diagndstico previo determinado por € médico.

Determinacion de la influencia de la alcalinizacion de las
muestras en la tincién de Weber

Cinco de las muestras recolectadas con técnica aséptica en
frasco estéril, se procesaron de la siguiente manera. A 200
microlitros de sedimento urinario se les agregé igual volu-
men de KOH al 5%; luego de homogenizar ambas, se proce-
dié ahacer un extendido que se secé a aire para su posterior
fijacion en acohol metilico por 5 minutos, y setifié 90 minu
tos con el colorante de latincion tricromica 2. Tras el paso
de la coloracion se lavé con abundante agua y se dej6 secar
a aire. Las muestras asi tratadas se observaron a 100X en
busca de las esporas y se compararon los resultados con las
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mismas muestras, procesadas segun la técnica de Weber y
colaboradores *2. Adicionalmente se prepararon sendos exten
didos de una suspension de Escherichia coli y Staphylococ -
cus aureus, los cuales se procesaron de las dos maneras men-
cionadas y se observaron a 100X.

Tincion delas muestrasy criterios de positividad

Se seleccionaron para estudio por microsporidios, aquellas
muestras cuyo urocultivo no mostré signos de contaminacion
bacteriana ni flngica provenientes del tracto gastrointestinal
0 externo, procesandose la totalidad de las muestras de la si-
guiente manera:

1. Secentrifugo laalicuota de 9 ml de orina contenidaen €l
tubo de ensayo, a 2500 revoluciones por minuto, durante
5 minutos.

2. Setom6 0.2 ml del sedimento urinario y se agreg6 0.2
ml de KOH al 5%, y se tomaron alrededor de 50 micro-
litros para hacer los extendidos en portaobjetos, se deja
secar al aire, luego sefijé con alcohol metilico por 5 mi-
nutos y se deja secar a aire, luego se tifié con colorante
de Weber por 90 minutos, se lavé con aguadel grifoy se
dejo secar al aire, se observaron 100 campos a 100X en
busca de grumos o esporas sueltas.

Se establecié como muestra positiva aquella en la cual se ob-
servara a menos un grumo de microsporidios o esporas suel -
tas en 100 campos a 100X, y como negativas agquellas que no
presentaran grumos o esporas en iguales condiciones de ob-
servacion.

Resultados

Un total de 67 muestras fueron recolectadas, 14 de hombres
y 53 de mujeres, observandose una marcada diferencia entre
e niimero de mujeres que consultan por infecciones de trac-
to urinario (79%) y el de los hombres (21%).

La edad de los pacientes varid entre 1 y 97 afios. Todas las
muestras fueron procesadas en busca de microsporidios, da-
do que ninguna presento signos de contaminacion fecal, ni de
otraindole, en el urocultivo.

Catorce de las muestras estudiadas tenian €l urocultivo posi-
tivo, lo que corresponde a un 21%; de estas, cuatro presenta-
ron microsporidios concomitantemente, 1o que corresponde a
un 6% del total. De las muestras restantes, 11 presentaban mi-
crosporidios. (Figura 1)

El grupo etario més afectado fue €l de 26 a 55 afios, y los pa-
cientes con edades entre 6 y 15 afios no presentaron micros-
poridios. (Figura 2)

El mayor nimero de muestras positivas por microsporidios
correspondi6 a pacientes cuyo médico no indicd un diagnés-
tico presuntivo en la boleta de solicitud de urocultivo,
seguidas por aquellos donde el médico report infeccidn del
tracto urinario (Figura 3).
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Figura 1: Distribucién porcentual de las muestras de acuerdo con el
microorganismo encontrado.

Control
TU embaraza 8%
&%

Sepeie a repeticiin
4

Jen
oivaarny B
&%

Sin disgndsticc
T resistante 5%
8%

Figura 3: Distribucién porcentual de acuerdo con el total de
muestras positivas por diagnéstico reportado.
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Figura 2: Distribucién de positividad para microsporidios de
acuerdo con la edad del paciente.

La leucosuria no fue muy evidente, de hecho solo tres mues-
tras la presentaban en ausencia de bacterias. La bacteria de
mayor prevalenciafue Escherichia coli.

Discusion

Los microsporidios pueden relacionarse de tres formas con
los mamiferos: un primer tipo ocurre en hospederos jovenes,
en donde se produce una aguday a menudo letal enfermedad;
€l segundo tipo es en adultos inmunol gicamente competen-
tes, quienes desarrollan infecciones crénicas y subclinicas, y
el tercero es en hospederos inmunol 6gicamente deficientes,
los que desarrollan infecciones clinicamente significativas,
las cuales pueden ser mortales .

Las infecciones extraintestinales por microsporidios se aso-
cian de manerageneral con pacientes con SIDA, quienes pre-
sentan un compromiso de su sistemainmune, a sufrir la dis-
minucién de loslinfocitos CD 4+. El género Encephalitozoon
esel mésimplicado en estetipo deinfecciones, donde el prin-
cipal érgano afectado es €l rifion. Estos pacientes pueden te-
ner desde cuadros de uretritis y falla renal, con presencia de
esporas intra'y extracelulares en el sedimento urinario, hasta
cuadros asintométicos .

L adeteccion de estos protozoarios hasido tema de interés por
el pequefio tamafio que presentan las esporas y las dificulta-
des para determinar las especies. De hecho, externamente,
excepto por diferencias de tamafio dificiles de apreciar, son
i ndi stinguibles morfol 6gicamente. Por ello el estudio por mi-
croscopia electrénica es la manera méas aceptada para reali-
zar diagndsticos en biopsias de tejidos 1,

Para efectos de diagndstico con microscopia de luz, las tin-
ciones de frotis permiten la observacion de las esporas, ya
sean sueltas 0 en grumos. Dependiendo de latécnicatintorial
empleada, asi seran la sensibilidad y la especificidad **. En
este momento la mejor opcion la ofrecen Weber y colabora-
dores 2 con su tincién tricromica modificada. Sin embargo,
las caracteristicas propias de cada muestra pueden variar am-
bos aspectos. En nuestro estudio habiamos notado una cierta
indefinicidn de las esporas de tinciones provenientes de fro-
tis de orinas. En estos casos, factores como el pH y la pre-
sencia de filamento mucoso podrian estar interfiriendo con la
técnica tricromica de Weber. Las observaciones readlizadas
nos demostraron que la adicion de 50 microlitros de KOH al
5%, aigual volumen de sedimento urinario antes de hacer €l
extendido, asi como obviar |os pasos de decoloracion y des-
hidratacion recomendados en la tincion tricrémica modifica-
da®=22 favorece de manera considerable la sensibilidad del
diagndstico, tal y como ya se habia reportado en estudios de
muestras de heces donde se agregé KOH como agente muco-
litico . En nuestro caso € KOH probablemente disuelve e
filamento mucoso que con frecuencia aparece en las muestras
deorinay laeliminacion del paso de la decoloracion intensi-
fica el color de las esporas, pero no descartamos agun efec-
to potenciador de la coloraciéon proveniente del tratamiento
alcalino. Ademés, las bacterias se diferencian claramente de
las esporas.

En este trabajo se encontrd un 25% de muestras positivas por
microsporidios, sin embargo, no podemos afirmar que las pa
tologias que sufren estos pacientes se deban exclusivamente
atales parasitos.

El porcentaje de prevalencia, asi como el hecho de que pa
cientes con edades tan variadas presenten microsporidios en
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orina, nos da unaidea de lo importante que puede llegar a ser
€l establecimiento de latincién de microsporidios en aquellos
pacientes que presenten infecciones del tracto urinario y que
no respondan alos tratamientos convencional es, sobre todo si
se tiene en cuenta que la mayoria de las infecciones urogeni-
tales son por €l género Encephalitozoon, para el cual si exis-
te un medicamento recomendado, el albendazol %, adiferen-
cia de las infecciones causadas por Enterocytozoon *»2, |as
cuales aparentemente no pueden ser tratadas.

Estas infecciones consideradas como muy recientes en € ser
humano, especialmente en los inmunosuprimidos, en donde
pueden causar severas lesiones, deben ser diagnosticadas con
mucha certeza. Por otro lado, cuando existe infeccion renal
estamos en presencia, probablemente, de un proceso invasi-
vo, lo que le da més importancia a este tipo de estudios. Se
recomienda entonces practicar, en las orinas de pacientes de-
bilitados inmunol égicamente, la técnica de Weber con la mo-
dificacion que aqui se describe.

Ademés, dado que existe la posibilidad de que estos parasitos
sean trasmitidos a ser humano, provenientes de animales do-
mésticos tales como perrosy conegjos, seria  interesante eva-
luar su prevalencia en estos animales y su posible relacion
con las infecciones humanas #.
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Abstract

Urine samples from patients with clinical antecedents of sus-
picion genitourinary pathology were studied for bacteria,
fungi and for the presence of microsporidia. Usual culture
media and methods were used to study bacteria and fungi
organisms. To study for microsporidian parasites, nine ml
were centrifuged and smears of the sediment were fixed, pre-
vious tratment with 5% KOH and then stained according to
amodified Weber method.

Groups of Microsporidia sporeswere foud in twenty five per
cent of the samples, coming more frenquently from people
between 26 to 55 five years old .

Since these parasites cause important diseases, especialy in
immunosuppressed human beings, but also in immunocom-
petent persons, it is necessary to improve the methods for a
better diagnosis of this parasitosis. Some modifications have
been done to the Weber technique in order to have the best
results.
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