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Resumen.- Un factor de riesgo que podria estar rela-
cionado con la calculogénesis seria la existencia de
mi cr oinfecciones causadas por bacterias de muy pequefio
tamarfio (nanobacterias). En este trabajo se presentan los
resultadosdel estudio dela presencia de nanobacteriasen
1000 calculos renales (se han excluido los calculos de
estruvita) detectandose microorganismos solamente en 5
deellos (0,5%). Todos estos calculos se han desarrollado
en cavidades de baja eficacia urodinamica (no son
papilares), os microorganismos aparecieron localizados
en €l centro del calculo y €l componente mayoritario del
calculo ha sido siempre oxalato calcico monohidrato y/o
acido Urico. El urato amonico/urato sddico se ha encon-
trado frecuentemente como componente minoritario en la
parte central del calculo. La Unica alteracion bioguimica
urinaria comin de estos pacientes ha sido presentar
valores de pH urinario inferiores a 5.5, siendo los
urocultivos convencional es siempre negativos. Estos he-
chos demuestran que estas bacterias pueden jugar un
papel importante en el desarrollo del calculo al inducir la
formaci6n de nucleantes heterogéneos del oxalato calcico
y &cido Urico, aungue este mecanismo no estaria muy
extendido de acuerdo con nuestros resultados, y ademas
tambiénestariaasociadoaotrosfactoresderiesgolitdgeno.
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Esimportante destacar que la mayoria de estos pacientes
padecian ulcus de estémago y/o gingivitis, que son pato-
logias que podrian estar desencadenadas por
microorganismos del mismo tipo y que por tanto permiti-
ria deducir que factores bacterianos similares podrian
estar implicados en patologias que hasta € momento no
habian sido relacionadas, aunque este Ultimo aspecto
obviamente precisa de estudios en mayor profundidad que
identifiquen inequivocamente las mencionadas bacterias.

Palabras clave: Litiasis renal. Litogénesis. Micro-
infecciones.

Summary.- OBJECTIVE: The existence of
microinfections produced by bacteria of a very small size
(nanobacteria) could be a risk factor for stone formation.
Theresultsof astudyto detect thepresenceof nanobacteria
in calculi are presented.

METHODS 1,000 calculi (excluding struvite calculi)
wer eanal yzed by macroscopi c and microscopictechniques.

RESULTS. Microorganisms were detected in only 5
calculi (0.5%). All these calculi had developed in cavities
with low urodynamic efficacy. The microorganisms were
locatedinthecenter of thecal culusand themain component
wascal ciumoxalatemonohydrateor uricacid. Ammonium
urate / sodium urate were frequently found to be a minor
component in the center of the cal culus. The only common
biochemical urinary alteration observed in these patients
was a urinary pH below 5.5; conventional urine cultures
were always negative.

CONCLUSIONS Our findings demonstrate that these
bacteria can play an important rolein the development of
calculus by inducing the formation of heterogeneous
nucleants of calcium oxalate and uric acid. According to
our results, however, this mechanismsis not common and
would also be associated to other lithogenic risk factors.
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It isimportant to underscore that the majority of patients
suffered from stomach ulcers and/or gingivitis which are
conditions that could be induced by the same type of
microorganisms. Therefore, it can be deduced that similar
bacterial factors might be involved in pathologies that
haveasyet not beenrelated. Further studiesarewarranted
to clearly identifty these bacteria.

Keywords: Renal lithiasis.
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Lithogenesis.

INTRODUCCION

Todos los fluidos bioldgicos que congtituyen €
medio liquido del cuerpo humano son sistemas
metaestables que acabarian generando cristales s per-
manecieran de manera indefinida confinados en sus
respectivas cavidades. Ello es debido a que estan
sobresaturados (contienen més soluto del que pueden
admitir) respecto de alguna sustancia; asi, por gemplo
lasangrey el liquido intersticial estan sobresaturados
con respecto a los fosfatos célcicos, y la orina esta
permanentemente sobresaturadaconrespectoal oxalato
calcico, respectod acido Urico s € pH esinferior a5,5
0 alos fosfatos calcicos si € pH es superior a 6 (1).
Ahorabien, laformacion de cristales no es un proceso
fécil, por lo que siempre tarda un cierto tiempo (es
cinéticamente poco favorable) que puede oscilar entre
segundos y afios y que en medios puros depende de la
sobresaturacion, de maneraque s € fluido se renueva
en un tiempo suficientemente breve los cristales no se
desarrollaran (2). Precisamente, |0s organismos vivos
para generar sus estructuras duras (huesos, dientes,
conchas, €etc...) utilizan aceleradores de la cristaliza-
cion (generalmente ndcleos heterogéneos) o bien au-
mentan |a sobresaturacion (3-4). Paraevitar la precipi-
tacion cuando ésta no es deseada, la Naturaeza ha
desarrollado diferentes estrategias, siendo una de las
mas interesantes agquella que implica la presencia de
sustancias naturales que impiden o retrasan €l desarro-
llo de los cristales (los llamados inhibidores de la
cristalizacion) (5-6). Otras estrategiasimplican € con-
trol de la sobresaturacion y de los nucleantes
heterogéneos asi como la répida renovacion del co-
rrespondiente fluido.

Lalitiasis rena es un proceso patol 6gico que se da
como consecuencia de la desgraciada combinacion de

diversos factores que aceleran la formacion de crista-
les en la orina antes de que ésta abandone €l sistema
urinario. Cualquier circunstancia que aumente la
sobresaturacion, disminuya los inhibidores de la cris-
talizacion o facilite los procesos de nucleacion crista
lina, puede favorecer el desarrollo de célculos renales.
Precisamente, debido a esta diversidad de posibilida
des, lalitiasis rena es una patologia multifactorial, ya
que generalmente son varios |os factores aterados que
la generan, de manera que en muchas ocasiones basta
con eliminar uno de ellos para evitar larecidiva. En la
actualidad se conocen muchos factores de riesgo
litbgeno, de tal manera que pueden clasificarse en dos
grandes grupos:

- relacionados con la orina (hipercalciuria, déficit
de inhibidores, pH aterado,...) (7-8)

- relacionados con la morfoanatomia renal (cavida-
des de baja eficacia urodinamica, ateraciones del
uroepitelio papilar,...) (9-10)

Ahora bién, es evidente que, por una parte todavia
no estan identificados todos los factores de riesgo
litbgeno que existen y por otra pueden aparecer otros
nuevos consecuencia de nuevos habitos de vida, etc.
Asi, recientemente se ha sefidado que un factor de
riesgo que podria estar relacionado con la
calculogénesis seria la existencia de microinfecciones
causadas por bacterias de muy pequefio tamafio
(nanobacterias) (11-13). Precisamente, € objetivo de
este trabajo es presentar |os resultados de los hallazgos
de las mencionadas nanobacterias detectadas en el
interior de los célculos renales (expulsados esponté-
neamente o post LEOC) recolectados en nuestra co-
muni dad.

MATERIAL Y METODOS

Instrumentacion

Se han utilizado los siguientes instrumentos:

- Lupa binocular Optomic (Varsovia, Polonia)

- Espectroscopio infrarrojo Brucker IFS 66
(Karlsruhe, Alemania)

- Microscopio electronico de barrido Hitachi S-530
(Tokyo, Japdn) acoplado aun equipo de microandisis
por dispersion de energia de rayos X Oxford Link Isis
(High Wycombe (Reino Unido).

El procedimiento utilizado parael andlisisy estudio
del célculo requiere una combinacion apropiada de
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observacién mediante técnicas macroscopicas y
microscopicas convencionales con técnicas fisicas
tales como espectroscopia infrarroja y microscopia
electronica de barrido con microandlisis por rayos X
(14).

El estudio del calculo seiniciamediante laobserva
cion directa con lupabinocular del aspecto externo del
mismo; posteriormente se secciona en 2 mitades alo
largo de un plano lo més cercano posible a su centro
geométrico, para asi determinar su estructura

macroscopica interna. Este paso indicarg, en lamayo-
riade casos, cudl esel proceso posterior méas adecuado
a aplicar. Este puede implicar:

a) Andlisis por espectroscopia infrarroja de cual-
quier zona del calculo o de varias zonas del mismo. Si
en la fractura se observan capas de diferente aspecto,
procede redizar un estudio infrarrojo de cada una de
ellas. Latécnica utilizada paraeste andlisises el delas
pastillas de bromuro potésico. En su preparacion se
parte de 1 mg o menos de muestra'y unos 100 mg de

TABLA |

CARACTERISTICASDE LOSCALCULOSEN LOS QUE SE HA DETECTADO MICROINFECCIONES Y
DATOSDE LA HISTORIA CLINICA DE LOSRESPECTIVOSPACIENTES

Célculo | Componente Componentes Situacion Principales Urocultivo Otras
mayoritario minoritarios delas alteraciones patologias
bacterias bioguimicas
urinarias
1 COM vy &cido urato amonico centro del pH < 5.5 negativo ulcus
Urico en capas en el centro del calculo duodenal
alternadas célculo HTA, HDA
2 Acido Urico urato aménico y — — negativo ulcus
materia organica duodena
3 COM urato aménico y centro del pH < 5.5, negativo gingivitis
(Fig- 1) urato sodico célculo hiperuricuria, frecuente
hiperoxaluria HTA, HDA
4 COM HAP, BRU centro del — — —
(Fig. 2) cdculo
5 COM materia organica centro del pH < 5.5, negativo ulcus
caculo hipomagnesiuria, duodenal,
hipocitraturia gingivitis
frecuente,
HTA, HDA

(a) Este paciente también ha formado calculos de acido Urico anhidro y de hidroxiapatita en los que no se ha

detectado microinfecciones.

(b) Por fallecimiento del paciente no se pudo disponer de mas datos.
(c) COM: oxalato calcico monohidrato, HAP: hidroxiapatita, BRU: brushita.
(d) calculo obtenido post litotricia extracorpérea por ondas de choque (LEOC) en forma fragmentada.

(e) HTA: Hipertension arterial.
(f) HDA: Hemorragia digestiva alta.
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bromuro potésico, que se muelen y mezclan en un
mortero de agata. Luego lamezcla se comprime en un
molde, a suficiente presion (10-15 Tn) para producir
un disco transparente que se coloca en e correspon-
diente portamuestras para la obtencién del espectro
infrarrojo en e rango 4000-400 cm™.

b) El estudio en profundidad de la microestructura
del cdlculoy ladeteccion eidentificacion de compues-
tos en cantidades muy minoritarias, requiere el uso de
lamicroscopiaél ectronicadebarrido con microandisis
por energia dispersiva de rayos X. Debe tenerse en
cuenta que la presenciade sustancias en muy pequefias
cantidades, que incluso pueden ser indetectables me-
diante la espectroscopia infrarroja convencional, pue-
den ser decisivas en el momento de establecer la
etiologia del calculo. Precisamente, para poder deter-
minar la importancia de un microcomponente s im-
prescindible e conocimiento de la estructura cristali-
naintimadel cdlculo, deta maneraque pueda estable-
cerse con claridad la zona de inicio del desarrollo del
caculo, ya que en esta zona estan las claves de su
formacién.

La metodologia seguida para este estudio consiste,
una vez ya se dispone del calculo seccionado, en su
colocacion sobre unaplatinaalaque sefijacon pintura
de plata, seguidamente se recubre durante 2 minutos
con una capa de oro de espesor final 300 A en un
spattering (Polaron) en corriente de argon, con un
voltgje de 1.4 kV y a 16-18 mA de intensidad. Esta
platina se coloca en el portamuestras del microscopio,

se llevala cdmara del portamuetras a vacio, se eleva
el voltgeal5kV y segustael filamento. Laobserva
cion de la seccion del calculo se efectia entre 30 y
20000 aumentos, lo que permite identificar las fases
cristalinas presentes en funcion de su hébito cristalino,
asi como evauar el tamafio de los cristalesy su estado
de agregacion. Por otra parte, es posible detectar la
presencia de materia organica.

Especimenes

Se han revisado los estudios de 1000 cél culos rena-
les, efectuados de acuerdo con la procedimiento arriba
indicado. En aquellos casos en |os que se ha detectado
la presencia de nanobacterias en el cdlculo renal, se ha
obtenido la informacion clinica disponible de cada
paciente asi como los correspondientes estudios ana-
liticos de orina (orinade 2 h recogida en ayunas por la
mafianay orinade 24 h), efectuados de acuerdo con los
meétodos convencionaes utilizados para este fin, es-
tando | os pacientes con dietalibrey sin tomar medica
cion alguna.

RESULTADOS

De los 1000 cdlculos evaluados se han detectado la
presenciade bacterias atipicas (tamafio <5 um) en 5de
ellos (0,5%). Lamorfologia de estos microorganismos
esmuy caracteristicay aparece en lasFiguras 1-2. Los
5 casos corresponden a cél cul os desarrollados en cavi-

Fig. 1. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de (a) la zona central de un calculo renal (n° 3 en Tabla 1) de oxalato calcico
monohidrato en & que se detectd la presencia de bacterias de pequefio tamafio. (b) Detalle de las bacterias detectadas, donde puede
observarse que su didmetro es de unas 4 pm.
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Fig. 2: Imagen de microscopia electrénica de barrido de la
seccién un calculo renal (n° 4 en Tabla 1) de oxalato célcico
monohidrato en €l que se detect6 la presencia de bacterias de
pequefio tamafio (diametro aproximado < 5 pum).

dades de baja eficacia urodinamica (célculos no
papilares). La composicion (componentes mayorita-
riosy minoritarios), situacion de |os microorganismos
en €l calculo y principales ateraciones biogquimicas
urinarias de estos pacientes se resumen en la Tablal.
Resulta interesante observar como presentan una serie
de aspectos comunes. Asi, las bacterias siempre se han
detectado en e centro del calculo. EI componente
mayoritario del calculo ha sido sempre COM y/o
&cido Urico. El urato amoénico / urato sodico se ha
encontrado frecuentemente como componente mino-
ritario. La Unica ateracion bioguimica urinaria comun
de estos pacientes hasido la de presentar val ores de pH
urinario inferiores a 5,5, siendo los urocultivos siem-
pre negativos en todos los casos. Finamente, € ulcus
duodenal con sangrado agudo (HDA), gingivitis e
hipertension arterial (HTA) fueron patologias bastan-
te comunes entre estos pacientes.

DISCUSION

L os resultados de este estudio permiten deducir que
en algunos casos €l desarrollo del cdlculo rena puede
estar asociado a microinfecciones por bacterias de
pequefio tamafio (nanobacterias), no detectadas me-
diante urocultivos convencionales. Estas microinfec-
ciones no son sin embargo muy comunes, de acuerdo
con nuestros hallazgos (solo € 0,5 % de todos los

caculos), y por tanto serian mucho menos frecuentes
de lo que postulan otros autores (11-12). El hecho
segin el cual todos estos céculos se desarrollan en
cavidades de baja eficacia urodinamica, y € que los
microorganismos aparezcan en el centro del célculo,
demuestra que estas bacterias pueden jugar un papel
importante en el desarrollo del calculo al favorecer un
entorno de pH elevado (siempre aparecen uratos y/o
hidroxiapatita) que induce la formacion de nucleantes
heterogéneos del oxalato calcico monohidrato (COM)
y del &cido Urico anhidro (AUA). En este sentido
resulta muy interesante observar una serie de analo-
gias tanto en la estructura y composicion de estos
calculos (componentes mayoritarios. COM y/o UAU,
minoritarios. uratos), como en el historia clinico de
estos pacientes, en los que aparece frecuentemente
ulcus duodenal con hemorragia aguda y/o gingivitis,
que como es sabido pueden estar desencadendas por
microorganismos similares y que por tanto permitiria
deducir que factores bacterianos estuvieran implica-
dos en patologias que hasta € momento jamas habian
sido relacionadas, aunque este Ultimo aspecto obvia-
mente precisa de estudios en mayor profundidad que
identifiquen inequivocamente las mencionadas bacte-
rias en tales casos (no se dispone en ninguin caso del
test de Helicobacter pylori). Por tanto, podemos con-
cluir que, de acuerdo con otros autores (11-13), las
microinfecciones pueden inducir la formacion de cal-
culosrenales, aungue este no seria un mecanismo muy
extendido que ademas estaria asociado con otros fac-
tores de riesgo litdgeno, de acuerdo con nuestros
resultados. Por otra parte, seria importante establecer
la relacion que pueda existir con otras patologias
inducidas por e mismo tipo de bacterias.
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