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Agua potable como posible fuente de brote de diarrea
por Microsporidium spp. en pacientes inmunocomprometidos
en un hospital pediatrico

Paulina Coria, Claudia Urizar, Andrea Alba, Isabel Noemi, Anita Pino y José Luis Cerva

The water supply of a pediatric hospital as a possible source of an outbreak of
diarrhea due to Microsporidium spp. in immunocompromised patients

Introduction: The hospital water supply is a reservoir of a variety of potentially pathogenic microorganisms
that can particularly affect children and immunocompromised patients. Potentially pathogenic Microsporidium
spp. have been identified in water. Microsporidiosis is an emerging parasitic and opportunistic infection in
immunocompromised patients. Objective and Method: to describe an outbreak of nosocomial diarrhea due to
Microsporidium, species Encephalitozoon intestinalis. Results: Seven cases of E. intestinalis associated diarrhea
were reported between november 2012 and february 2013, in a unit of immunocompromised patients in L. Calvo
Mackenna Children’s Hospital. Microsporidium spp. was found in the hospital water supply and water reservoir
tank. Secondary cases were transmitted by contact. Control measures included contact precautions, not to use
faucet water for hand washing, bottled water for drinking and water reservoir tank sanitation. Conclusions: This
research is about a nosocomial outbreak associated with water supply. Water quality in Chilean hospitals is an
unresolved issue, especially in immunocompromised patient areas. Compliance of cleaning and disinfection of

water supply systems in hospitals must be ensured.
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Introduccion

1 ambiente hospitalario es una fuente frecuente
Ede exposicion a numerosos y variados agentes

infecciosos, los que se transmiten a través del aire,
agua y por contacto’.

Los sistemas de suministro de agua potable de los
recintos hospitalarios albergan una gran variedad de
microorganismos, los cuales pueden encontrarse como
biopeliculas en estanques, sedimento y en el sistema de
cafierias y grifos>*.

Se ha descrito la capacidad de algunos microorganis-
mos de sobrevivir en los estanques de almacenamiento
de agua y existen numerosas publicaciones que han
identificado al agua como el origen de infecciones y de
brotes intrahospitalarios®”.

Dentro de los agentes patdogenos presentes en el agua
se encuentran bacilos gramnegativos (Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas
maltophilia, Legionella pneumophila), micobacterias no
tuberculosas, hongos (Aspergillus spp., Fusarium spp.),
virus (norovirus) y parasitos (Cryptosporidium spp.,
Microsporidium spp.)*'.

Los mecanismos de transmision de infecciones por

Rev Chilena Infectol 2016; 33 (4): 373-379

microorganismos presentes en el agua en las instituciones
de salud pueden ser por contacto directo (hidro o baneo-
terapia) o indirecto por material re-esterilizado, ingestion
de agua o hielo, inhalacién de aerosoles originados por
fuentes de agua, etc.!4°,

Los nifios en general, y los pacientes inmunocompro-
metidos, tienen un mayor riesgo de desarrollar infecciones
nosocomiales por patdgenos presentes en el agua>!®!!,

Se describe a continuacion las caracteristicas epide-
miologicas de un brote de diarrea nosocomial en una
unidad de pacientes inmunocomprometidos causada
por Microsporidium de la especie Encephalitozoon
intestinalis.

Dentro del estudio del brote se encontrd presencia de
Microsporidium spp. en el agua de los estanques y de la
salida de los grifos.

Pacientes y Método

Estudio descriptivo en base a la recoleccion de resul-
tados de examenes de deposiciones para Microsporidium
spp. desde el Laboratorio de Parasitologia y revision de
fichas clinicas de los pacientes internados en la Unidad de
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Figura 1. Tincién positiva para
Encephalitozoon intestinalis
por técnica de inmunofluores-
cencia indirecta (IFl) mediante
anticuerpos monoclonales.
Muestra de deposiciones del
caso indice.

Inmunocomprometidos de Segunda Infancia del Hospital
de Nifios Luis Calvo Mackenna (HLCM), entre noviembre
de 2011 y febrero de 2012.

Definicion de caso: paciente inmunocomprometido con
diarrea aguda (deposiciones liquidas y/o aumento de su
frecuencia no atribuible a otra patologia gastrointestinal
o por farmacos), con nexo epidemioldgico al caso indice
y con tincién de Microsporidium spp. positiva en muestra
de deposiciones.

La presencia de Microsporidium spp. en deposiciones
se realizé por tincion de Cromotropo 2R (tincion de Ziehl
Neelsen modificado) en el Laboratorio de Parasitologia
del HLCM Yy la confirmacion e identificacion de especie

dic-12 ene-13

feb-13 mar-13 abr-13 may-13

Figura 2. Curva epidémica de brote de diarrea por Microsporidium spp. Hospital L. Calvo Mackenna.
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se efectud en este mismo centro (acreditado por el Labo-
ratorio Nacional de Referencia, Instituto de Salud Publica-
ISP) con la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
empleando anticuerpos monoclonales.

El estudio parasitologico de agua se realizd en el
Laboratorio de Parasitologia por método de filtracion
y centrifugacion del sedimento. Las muestras (de 1.000
cc cada una) fueron obtenidas de los grifos del pabellon
de pacientes inmunocomprometidos y del estanque de
almacenamiento del hospital.

Resultados

En febrero de 2012 se observd un aumento inusual
del nimero de casos de pacientes inmunocomprometidos
con diarrea aguda y cronica con presencia de Microspo-
ridium spp. en muestras de deposiciones en la Unidad de
Segunda Infancia de nuestra institucion. Por sospecha
de estar frente a la existencia de un brote, se revisaron
en el Laboratorio de Parasitologia todos los examenes
positivos para Microsporidium spp. de pacientes inter-
nados en esa unidad desde el ultimo trimestre del afio
2011 hasta febrero de 2012. Durante este periodo, en el
pabellon de inmunocomprometidos, se encontraron siete
casos de pacientes con Microsporidium spp. positivos en
deposiciones. Se confirmaron los examenes positivos me-
diante IFI identificandose Microsporidium de la especie
E. intestinalis en todos los casos.

Se determind que el caso indice habia sido un nifio con
una inmunodeficiencia congénita (sindrome de Wiscott-
Aldrich) que cursaba con una diarrea cronica y que habia
ingresado en noviembre de 2011 para el estudio etiologico
de la diarrea. El coprocultivo y copro-parasitologico al
ingreso no detectaron patdgenos; sin embargo, la tincién
para Microsporidium spp. resulté positiva (Figura 1). Los
seis casos secundarios aparecieron en forma secuencial:
un paciente receptor de un trasplante de precursores
hematopoyéticos, un paciente con una leucemia mieloide
aguda, dos niflos receptores de trasplante hepatico, otro de
trasplante renal y un niflo con una angiomatosis intestinal.
Las caracteristicas clinicas y evolucion de los pacientes se
describen en la Tabla 1. En todos los nifios la diarrea fue
acuosa o disgregada, sin elementos patologicos. Todos
los pacientes recibieron tratamiento con albendazol por
un minimo de 21 dias, y tuvieron buena evolucion, salvo
dos nifos que evolucionaron con una diarrea cronica
persistente. El brote afecto a siete nifios, entre noviembre
de 2011 y febrero de 2012, de un total de 351 pacientes
internados en ese periodo en la unidad, lo que represento
una tasa de ataque de 1,9%. La curva epidémica corres-
pondio a un brote de fuente comun (Figura 2).

La aparicion secuencial de casos secundarios hizo
plantear la hipétesis de una transmision cruzada entre
los pacientes por falta en el cumplimiento de higiene
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Duracién de la diarrea
Evolucion

Diarrea crénica
persistente

7 dias
Buena

5 dias
autolimitada

10 dias
Buena

Diarrea crénica
persistente

7 dias

18 dias

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los casos de brote de diarrea por Microsporidium spp. (Encephalitozoon intestinalis)
Caso Edad Diagnéstico Inicio de la diarrea Fecha y exdmenes de deposicio- Tratamiento y
nes para Microsporidium duracion
Caso 1 1 afo Sindrome Wiscott-Aldrich 1 de noviembre de 2011 7 de diciembre de 2011 Albendazol
(indice) Diarrea crénica Microsporidium (+++) 21 dias
19 de diciembre de 2012 (+)
Caso 2 14 anos LLA 7 de enero de 2012 10 de enero de 2012 Albendazol
TPH Toxina A/B CD (+) 21 dias
RPC ADV (+)
Microsporidium (+)
Caso 3 11 afos LMA 31 de enero de 2012 1 de febrero de 2012 Albendazol
Rotavirus (+) 21 dias
Microsporidium (+)
Caso 4 2 afnos Trasplante hepatico 1 de febrero de 2012 3 de febrero de 2012 Albendazol
Colitis por CMV (biopsia de colon) 21 dias
Microsporidium (+) Ganciclovir
Caso 5 1 ano Angiomatosis intestinal 15 de enero de 2012 13 de febrero de 2012 Albendazol
diarrea cronica Microsporidium (+) 21 dias
Caso 6 2 afos Trasplante renal 12 de febrero de 2012 5 de marzo de 2012 Albendazol
Microsporidium (+) 21 dias
Caso 7 1 afo Trasplante hepatico 2 de marzo de 2012 12 de marzo de 2012 Albendazol
Microsporidium (+) 21 dias
LLA: leucemia linfoblastica aguda; TPH: trasplante de precursores hematopoyéticos; LMA: leucemia mieloide aguda; CD: Clostridium difficile; RPC: reaccion de polimerasa
en cadena; ADV: adenovirus; CMV: citomegalovirus.

de manos y de precauciones de contacto por parte del
personal de salud en pacientes con factores de riesgo. El
quiebre de estos procesos pudo haberse favorecido por
la insuficiencia de personal de salud por vacaciones. Sin
embargo, dada la aparicion de casos aislados en otras
unidades clinicas del hospital durante ese periodo, se
realizd una investigacion epidemioldgica ambiental en
busqueda de un potencial reservorio.

Debido a las caracteristicas del agente se realizo
una busqueda de Microsporidium spp. en estanques y
salidas de agua del hospital, estudio que demostr6 la
presencia abundante de Microsporidium spp., (mas de
100 por campo mayor) por visualizacion directa en el
Laboratorio de Parasitologia (Figura 3) y por analisis de
la calidad bacteriologica del agua del hospital solicitado
a un organismo externo autorizado por el ISP.

Durante el estudio del brote se objetivo un incumpli-
miento de la sanitizacion de los estanques de agua del
hospital en ese periodo y la inexistencia de un programa
de mantenimiento del sistema de provision de agua en
la institucién. Ademas, hasta ese momento no existia
un sistema de vigilancia activa y de notificaciéon de
infecciones por parasitos no habituales en pacientes
inmunocomprometidos.

Se tomaron las siguientes medidas de control de brote:
se informo a las autoridades del hospital y equipo de salud,
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se aislo en cohorte a los pacientes afectados, se efectud
la supervision de cumplimiento de las precauciones de
contacto a todos los pacientes con pautas de cotejo que
incluyeron el uso de guantes y pecheras desechables de

Figura 3. Presencia de formas de Microsporidium spp. en la tincién de Ziehl Neelsen modificado.

Aumento 100x. Muestras de agua potable de grifo de la Unidad de Aislamiento.
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un solo uso y equipos de monitorizacion individuales.
Ademas se recomendo, en forma transitoria, no usar agua
de los grifos para el lavado de manos del personal y se la
sustituyo por alcohol gel. Se norm6 el uso de agua enva-
sada estéril para el aseo de nifilos inmunocomprometidos
mientras no se hubiera superado la deficiencia detectada y
se solicitd a las autoridades del hospital gestionar el lavado
y desinfeccion de los estanques de agua previa medicion
de pH y cloro residual del agua del hospital. Después de
efectuadas estas medidas se logro, en controles posterio-
res, eliminar la presencia de estos microorganismos con
las metodologias ya descritas y no se presentaron nuevos
casos de diarrea por Microsporidium spp. de adquisicion
nosocomial en un seguimiento de tres meses.

Discusion

La microsporidiosis es una infeccion parasitaria
oportunista en pacientes inmunocomprometidos como
pacientes con SIDA, receptores de trasplante de 6rganos,
cancer y enfermedades autoinmunes'>'3,

Microsporidium spp. fue reconocido como patdgeno
en humanos en 1959, donde se encontr6 en un niflo con
encefalitis'2. En 1985 aparecieron los primeros reportes
de sindrome diarreico asociado a microsporidiosis en
pacientes con infeccion por VIH™.

El philum Microsporidia es un grupo de parasitos intra-
celulares eucariontes, que contiene mas de 1.000 especies
distribuidas en alrededor de 150 géneros, de los cuales
los que causan enfermedad en humanos son: Nosema,
Pleistophora, Encephalitozoon, Enterocytozoon, Trachi-
pleistophora, Brachiola, Anncaliia y Microsporidium.
Historicamente ha sido considerado como un protozoo
primitivo; sin embargo, nuevos analisis filogenéticos lo
han relacionado mas como un hongo.

Los microorganismos de la especie Microsporidia
son ubicuos en el ambiente y puede infectar a animales
vertebrados e invertebrados. Forma esporas unicelulares
ovaladas, de tamafio 1,0-3,0 x 1,5-4,0 mM, muy resisten-
tes al medio ambiente.

Alrededor de 14 especies infectan al ser humano,
siendo Enterocytozoon bieneusi y Encephalitozoon
intestinalis las especies mas comunmente aisladas desde
el aparato digestivo'>.

Las especies de Microsporidium potencialmente pato-
genas para el hombre han sido identificadas en el agua 'y en
animales, adquiriendo importancia como una enfermedad
zoondtica transmitida por el agua y alimentos'.

La primera confirmacion de la presencia de especies de
Microsporidium: E. intestinalis, E. bieneusi'y Vittaforma
corneae en agua, por métodos de biologia molecular, fue
en 19985,

El contacto con fuentes de agua ha sido encontrado
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como factor de riesgo independiente para desarrollar
microsporidiosis en algunos estudios'®!".

Las esporas de Encephalitozoon cuniculi permanecen
viables por seis dias en el agua y hasta cuatro semanas
en ambiente seco a 22°C'y las de Nosema bombycis man-
tienen su viabilidad durante 10 afios en agua destilada'?.

La mayoria de las microsporidiosis son transmitidas
por la ingestion de las esporas, siendo el sitio deinfeccion
mas frecuente el tracto gastrointestinal. Estas son viables
e infectantes, y estan presentes en fluidos corporales
(deposiciones, orina y/o secreciones respiratorias) durante
la infeccion, pudiendo ocurrir una transmision persona
a persona.

En hospederos inmunocompetentes puede causar
una enfermedad autolimitada o bien ser asintomatica.
En pacientes inmunocomprometidos, principalmente
en pacientes con infeccién por VIH, estd asociado a un
amplio rango de manifestaciones clinicas. Puede causar
desde cuadros de diarrea con sindrome de emaciacién a
perforacion intestinal, peritonitis, colangitis, queratitis,
miositis, hepatitis, encefalitis, nefritis e infeccion dise-
minada'326.

Ademas, se han comunicado infecciones por Encepha-
litozoon spp. en pacientes receptores de trasplantes de
organos solidos (rifion, higado y pulmoén) y de precursores
hematopoyéticos?27-3,

Las microsporidiosis del tracto gastrointestinal
(E. bieneusi y E. intestinalis) infectan el epitelio del
tubo digestivo (intestino delgado y de las vias biliares).
Encephalitozoon bieneusi ademas, puede causar una
hepatitis granulomatosa, colestistitis cronica y colangitis
esclerosante en pacientes con infeccion por VIH/SIDA.

Encephalitozoon spp. llega al intestino delgado afec-
tando con mayor intensidad a la porcion distal del duodeno
e ileon proximal. Puede ser identificado en el ileon y, con
menor frecuencia, en el colon. El microorganismo se
localiza en la superficie apical del enterocito del intestino
delgado y en las células epiteliales del tracto biliar y
pancreas. Encephalitozoon intestinalis tiene capacidad
invasora; sus esporas, en forma excepcional, logran
alcanzar la superficie basal o bien la lamina propia, donde
pueden acceder al torrente sanguineo produciendo una
diseminacion visceral. Esta diseminacion puede producir
areas de necrosis intestinal que clinicamente simulen un
abdomen agudo.

La infeccion crénica se asocia a un sindrome de malab-
sorcion intestinal por disminucion del area de superficie
mucosa e inmadurez funcional de las células epiteliales
de la vellosidad intestinal'.

Diagnostico

Para el diagnostico a partir de muestras clinicas, el
estandar de oro es la visualizacion del parasito en biopsias
de intestino delgado mediante microscopia electronica.
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Sin embargo, es una técnica invasora, costosa y que
requiere personal entrenado'?.

La visualizacion de las esporas de Microsporidium
spp. en aguas, deposiciones, y otros fluidos, requiere
métodos de concentracion de la muestra. El sedimento
concentrado se puede visualizar a través de microscopia
de luz utilizando varios tipos de tinciones (cromotropo
2R, calcofluor, Kinyoun, Uvitex2B y Ziehl Neelsen).

La identificacion de especie se realiza con anticuerpos
monoclonales por IFI. Otros medios de diagnostico son:
cultivo celular, hibridacion in situ, serologia (ELISA,
Western Blot) o biologia molecular (RPC)*-3,

En nuestro centro se utilizan las tinciones de cromo-
tropo 2R y Ziehl Neelsen, ambas con una sensibilidad y
especificidad cercanas a 88%. Pueden detectar todas las
especies; sin embargo, no permite hacer diferenciacion
entre éstas. Recientemente, se incorporo la técnica de
IFI con anticuerpos monoclonales, los que reaccionan
exclusivamente con la pared de las esporas de Micros-
poridium E. bienusi (1,3 x 0,7 um) y de E. intestinalis
(1,7 x 1,0 — 1,1 uM), las especies mas frecuentes tanto
en pacientes inmunocomprometidos como en individuos
inmunocompetentes. Estas son marcadas en su superficie
con fluorescencia periférica, logrando una sensibilidad
cercana a 100% y especificidad de 88 - 90%, con la ventaja
de realizar el diagnostico de especie. Tiene una lectura
cualitativa (positiva o negativa). Este método diagnostico,
se encuentra validado y estandarizado, siendo el mismo
que se utiliza en el ISP de Chile, centro de referencia
nacional.

Tratamiento

La infeccion por Microsporidium spp. ocurre con ma-
yor frecuencia en pacientes inmunocomprometidos siendo
la recuperacion del sistema inmune clave en la respuesta
clinica en pacientes con microsporidiosis gastrointestinal,
con eliminacion del microorganismo y normalizacion de
la arquitectura intestinal. En pacientes con infeccion por
VIH/SIDA, parte del tratamiento primario es el inicio de
TARYV efectiva. Se han demostrado recaidas por falla en
la administracion de la terapia TARV asociada con la
disminucién de la funciéon inmunolégica y del recuento
de linfocitos CD4'2.

Entre los farmacos ensayados in vitro e in vivo para
el tratamiento de la microsporidiosis, tanto fumagilina
como albendazol han demostrado tener eficacia clinica
en humanos. Fumagilina se ha ensayado en receptores de
trasplantes; sin embargo, se asocia a toxicidad hematolo-
gica (neutropenia, trombocitopenia)*-3¢. El mecanismo de
accion de albendazol es la unidn a la B-tubulina; es activo
contra toda la familia Encephalitozonidae (E. cuniculi,
E. intestinalis) in vitro, en concentraciones tan bajas
como 0,1 mg/mL; sin embargo, no es activo contra E.
bieneusi'?. En la infeccion por E. intestinalis, albendazol
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ha demostrado ser efectivo en dosis de 400 mg, dos veces
al dia. Sin embargo, la duracion de la terapia no esta
bien establecida, observandose recaidas al suspender el
tratamiento. En pacientes inmunocomprometidos se reco-
mienda mantener la terapia por un tiempo mas prolongado
(cuatro semanas) controlandose la funcion hepatica, renal
y hematologica. En personas con SIDA se recomienda
continuar tratamiento hasta que el recuento de linfocitos
CD4 sea > 200 céls/ml o al menos hasta seis meses desde
el inicio de la terapia anti-retroviral'>*’,

Existen escasos reportes de estudios controlados de
microsporidiosis causada por Encephalitozoon pero hay
numerosos casos comunicados que que han demostrado
eficacia de 2-4 semanas de albendazol 400 mg, dos
veces al dia (5-15 mg/kg/dia, dosis maxima de 800 mg/
dia). Este farmaco también ha tenido buena respuesta
en pacientes con infeccion diseminada®’. Los pacientes
descritos recibieron albendazol por un minimo de 21
dias con buena respuesta clinica y logrando erradicacion
microbiolégica.

Prevencion

En el ambiente hospitalario, las esporas de E. cuniculi
pueden sobrevivir y permanecer infectantes durante al
menos un mes. Las esporas presentes en las superficies
pueden inactivarse con una exposicion por 30 min a
la mayoria de los desinfectantes. Por esta razon, los
procedimientos de limpieza y desinfeccion habituales de
los hospitales son suficientes para limitar la infeccion'?.

Sin embargo, el control de Microsporidium spp. en el
agua es mas dificil de lograr. Por esta razon, debe asegu-
rarse medidas sanitarias que prevengan la contaminacion
del agua y alimentos. El cumplimiento de la higiene
de manos y habitos higiénicos apropiados, reducen la
probabilidad de transmision por contacto con conjuntiva
y cornea. Debe aplicarse precauciones de contacto en
pacientes con sindrome diarreico infectados con cualquier
especie de Microsporidium.

Las estrategias para la prevencion de infecciones y
brotes nosocomiales por microorganismos presentes
en el agua se basan en: la educacion a los pacientes y
familiares para minimizar la exposicion; la mantencion
y limpieza de duchas y bafios; medidas de mitigacion
durante las remodelaciones, construcciones y sistemas de
desinfeccion y filtracion. Recomendaciones especificas
en unidades de pacientes inmunocomprometidos son el
consumo directo de agua envasada o filtrada y sistemas
de filtros en grifos y duchas!7%1138,

La importancia de la calidad del agua en los hospitales
de nuestro pais es un tema no resuelto, especialmente
en areas que atienden pacientes inmunocomprometidos.
La infraestructura, en general, y los sistemas de almace-
namiento y distribucion de agua de nuestros hospitales
son antiguos y los programas de limpieza y mantencion
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no se realizan principalmente por falta de prevision y de
recursos econémicos.

El reporte de infecciones y brotes asociados al agua
en recintos hospitalarios como el descrito, debe alertar a
las autoridades hospitalarias, dar relevancia a este tema y
destinar fondos a programas de limpieza y desinfeccion de
sistemas de suministro de agua. Esto contribuird, sin lugar
a dudas, a mejorar la calidad y seguridad de la atencion
de nuestros pacientes inmunocomprometidos.

Resumen

Introduccion: Los sistemas de suministro de agua
potable de los hospitales constituyen un reservorio de una
variedad de microorganismos potencialmente patdgenos
que pueden afectar especialmente a nifios y pacientes
inmunocomprometidos. Especies de Microsporidium
spp. potencialmente patdgenos para el hombre han sido
identificadas en el agua potable. La microsporidiosis es

Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud

una infeccion parasitaria oportunista en pacientes inmu-
nocomprometidos. Objetivos y Método. Describir un brote
de diarrea nosocomial por Microsporidium de la especie
Encephalitozoon intestinalis. Resultados: Se registraron
siete casos de diarrea por E. intestinalis, entre noviembre
de 2012 y febrero de 2013, en una unidad de pacientes
inmunocomprometidos del Hospital de Nifios Luis Calvo
Mackenna, comprobandose la presencia de Microspori-
dium spp. abundante en el agua potable y estanques del
hospital. Los casos secundarios pudieron transmitirse por
contacto. Las medidas de control fueron precauciones de
contacto, no usar agua de grifos para lavado de manos,
ingesta de agua envasada y desinfeccion de estanques.
Conclusiones: Esta investigacion corresponde a un brote
nosocomial transmitido por agua potable. La importancia
de la calidad del agua en los hospitales de nuestro pais es
un tema no resuelto, especialmente en areas que atienden
pacientes inmunocomprometidos. Debe asegurarse el
cumplimiento de limpieza y desinfeccion de los sistemas
de suministro de agua en los hospitales.
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