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RESUMEN

La microbiota es el conjunto de microorganismos que residen en un ambiente
determinado. La microbiota urinaria fue descubierta en 2012, desafiando el
concepto de que la orina vesical es estéril. Esta microbiota difiere entre mujeres
y varones en composicion y complejidad. Puede influir en enfermedades
uroldgicas y modular la respuesta inmune. La infeccion del tracto urinario (ITU)
se define como la presencia de patégenos en el tracto urinario en pacientes con
sintomas compatibles. Es mas comun en mujeres y E. coli es el patbgeno mas
frecuente. Concomitantemente, se ha reportado la presencia de comunidades
bacterianas intracelulares, generalmente asociadas a personas con infeccion
urinaria recurrente. Las bacterias permanecen dentro de las células escapando
asi a: la deteccion por el urocultivo, la accion de los antimicrobianos y al sistema
inmune. El presente trabajo tiene como objetivo general estudiar la microbiota
asociada al tracto urinario en personas sanas y en pacientes con sintomas
urinarios e investigar bacterias intracelulares en las células uroepiteliales de
descamacion de la vejiga. Ciento cuarenta y un individuos fueron incluidos en el
estudio, 72 asintoméaticos y 69 sintomaticos. De los mismos, 91 eran adultos (46
mujeres y 45 varones) y 50 pediatricos -menores a 15 afios- (31 niflas y 19
varones). La muestra de orina se recolecto por la técnica de chorro medio. Las
muestras de orina se cultivaron con distintas metodologias (urocultivo estandar-
UE- y urocultivo expandido-EQUC-) para evaluar la presencia de bacterias
cultivables y su posterior identificacion por MALDI-TOF. La presencia de
bacterias intracelulares fue evaluada mediante citocentrifugacion, tincion clasica
de May-Grunwald Giemsa y de fluorescencia para la visualizacion mediante
microscopia laser confocal. Se identificaron 66 especies bacterianas distintas en
el total de los aislamientos, siendo los géneros-especies mas frecuentes:
Staphylococcus spp, E. coli, E. faecalis. En individuos asintométicos predominé
Staphylococcus spp y en sintomaticos, E. coli y Klebsiella spp. En mujeres
predominé E. coli y en varones, Staphylococcus spp y E. faecalis. EQUC
demostré ser mas efectivo en la deteccion de microorganismos que UE para
conocer la microbiota urinaria, especialmente en varones adultos y en individuos
asintomaticos. Se detectaron bacterias intracelulares en 51% de las muestras y
su asociacion con sintomas clinicos fue significativa en mujeres. Este estudio
revela una riqueza de bacterias capaces de invadir las células del tracto urinario,
con algunas asociaciones significativas entre especies bacterianas especificas
(E.coli y Staphylococcus spp) y la presencia o ausencia de sintomas. En
conclusién, el aparato urinario bajo est4 habitado por una microbiota propia,
derribando el mito de que es estéril. Algunos pacientes presentan ademas,
bacterias intracelulares no detectables por métodos diagndsticos clasicos y
protegidas del efecto de los antimicrobianos, que podrian explicar la
sintomatologia en pacientes con patologias cronicas de etiologia incierta. Se
sugiere el uso de EQUC para investigar la microbiota urinaria, la necesidad de
estudios prospectivos y el uso de metodos de secuenciacion del gen ARNr 16S
para comprender mejor el urobiomay desarrollar nuevas estrategias preventivas
y terapéuticas.

Palabras clave:
Microbiota urinaria, infeccién del tracto urinario -ITU-, bacterias intracelulares, urocultivo estandar
-UE-, urocultivo cuantitativo expandido -EQUC-
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ABSTRACT

The microbiota is the set of microorganisms that reside in a specific environment.
The urinary microbiota was discovered in 2012, challenging the concept that
bladder urine is sterile. This microbiota differs between women and men in
composition and complexity. It can influence urological diseases and modulate
the immune response. Urinary tract infection (UTI) is defined as the presence of
pathogens in the urinary tract in patients with compatible symptoms. It is more
common in women, and E. coli is the most frequent pathogen. Concomitantly, the
presence of intracellular bacterial communities has been reported, generally
associated with people with recurrent urinary infection. The bacteria remain
inside the cells, thus escaping detection by urine culture, antimicrobial action, and
the immune system. The present work aims to study the microbiota associated
with the urinary tract in healthy people and patients with urinary symptoms and
to investigate intracellular bacteria in bladder desquamation uroepithelial cells.
One hundred and forty-one individuals were included in the study, 72
asymptomatic and 69 symptomatic. Of these, 91 were adults (46 women and 45
men) and 50 pediatric -under 15 years old- (31 girls and 19 boys). The urine
sample was collected using the midstream technique. Urine samples were
cultured using different methodologies (standard urine culture -SUC- and
expanded urine culture -EQUC-) to evaluate the presence of culturable bacteria
and their subsequent identification by MALDI-TOF. The presence of intracellular
bacteria was evaluated by cytocentrifugation, classic May-Grunwald Giemsa
staining, and fluorescence for visualization by confocal laser microscopy. Sixty-
six different bacterial species were identified in the total isolates, with the most
frequent genera-species being: Staphylococcus spp, E. coli, E. faecalis. In
asymptomatic individuals, Staphylococcus spp predominated, and in
symptomatic individuals, E. coli and Klebsiella spp. In women, E. coli
predominated, and in men, Staphylococcus spp and E. faecalis. EQUC proved to
be more effective in detecting microorganisms than SUC for understanding the
urinary microbiota, especially in adult males and asymptomatic individuals.
Intracellular bacteria were detected in 51% of the samples, and their association
with clinical symptoms was significant in women. This study reveals a richness of
bacteria capable of invading urinary tract cells, with some significant associations
between specific bacterial species (E.coli and Staphylococcus spp) and the
presence or absence of symptoms. In conclusion, the lower urinary tract is
inhabited by its own microbiota, debunking the myth that it is sterile. Some
patients also present intracellular bacteria that are undetectable by classical
diagnostic methods and protected from the effect of antimicrobials, which could
explain the symptomatology in patients with chronic pathologies of uncertain
etiology. The use of EQUC is suggested to investigate the urinary microbiota, the
need for prospective studies, and the use of 16S rRNA gene sequencing methods
to better understand the urobiome and develop new preventive and therapeutic
strategies.

Keywords:
Urinary microbiota, urinary tract infection -UTI-, intracellular bacteria, standard urine culture -
SUC-, expanded quantitative urine culture -EQUC-
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1. INTRODUCCION

1.1 Conceptos generales de la microbiota.

El término microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos vivos que
residen en un ambiente determinado, mientras que el término microbioma se
define como los genomas, genes y metabolitos de los microorganismos
presentes en un hospedero y las condiciones ambientales (Turnbaugh et al.,
2007; Del Campo-Moreno et al., 2018; Hou et al., 2022).

Estos microorganismos se clasifican en comensales, mutualistas, simbiontes,
saprofitos o parasitos y coexisten en diversas partes del cuerpo humano
(intestino, cavidad bucal, piel, pulmones, vagina) constituyendo la microbiota
humana, que aporta 150 veces més informacion genética que la de todo el
genoma humano (Del Campo-Moreno et al., 2018; Hou et al., 2022).

La influencia de la microbiota en nuestro estado de salud y enfermedad actla en
varias direcciones: puede inducir o modificar enfermedades metabdlicas,
autoinmunes y neurodegenerativas asi como regular la respuesta inmune del
hospedero y modular las interacciones farmacoldgicas (El-Sayed et al., 2021).
Conceptualmente, el microbioma abarca un espectro mas amplio que la
microbiota. ElI conocimiento del microbioma se ha ampliado con el uso de
técnicas de secuenciacion masiva de Ultima generacién. Los cultivos
microbioldgicos se han utilizado para determinar la composicion de la microbiota,
pero un gran namero de los microorganismos de este ecosistema no pueden
cultivarse por medios tradicionales y su deteccion solo es posible con la

secuenciacion del ADN (Del Campo-Moreno et al., 2018).
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La microbiota humana forma una comunidad microbiana compleja, siendo la mas
estudiada la microbiota intestinal que mantiene su relacién con diversos érganos
del cuerpo. La microbiota intestinal tiene un papel clave en la modulacién de la
inmunidad, pérdida o aumento de peso, homeostasis energética y problemas
relacionados con trastornos de obesidad entre otros (Afzaal et al., 2022). La
microbiota intestinal se considera la mas importante para mantener nuestra
salud. Las bacterias intestinales cumplen varias funciones que van desde
fermentacién de alimentos, proteccién contra patégenos, estimulacion de la
respuesta inmune hasta la produccion de vitaminas (Hou et al., 2022).

Es importante comprender la estabilidad de la microbiota dentro de un individuo
alo largo del tiempo para predecir estados patologicos y desarrollar terapias que
permitan corregir la disbiosis (desequilibrios en la comunidad microbiana). La
composicion de la microbiota es relativamente estable en individuos adultos
sanos a lo largo del tiempo para las bacterias (Caporaso et al., 2011; Costello et
al., 2009), virus (Reyes et al., 2010) y eucariotas (Scanlan & Marchesi, 2008).
La microbiota humana se establece luego del nacimiento y se estabiliza durante
los primeros 2 a 3 afios de vida (Koenig et al., 2011; Scholtens et al., 2012).
Durante el desarrollo, la composiciébn microbiana aumenta en diversidad y
riqueza y alcanza la mayor complejidad en adultos (Scholtens et al., 2012). Este
patron estd marcado por cambios importantes en la taxonomia de la microbiota
asociados con el uso de antibitticos y la introduccién de alimentos soélidos
(Koenig et al., 2011). Cada individuo alcanza una homeostasis que permanece
relativamente estable durante la mayor parte de la vida adulta. En las ultimas
etapas de la vida, la composicion de la microbiota vuelve a ser menos diversa

(Biagi et al., 2010).
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La dieta y los habitos alimentarios constituyen otro factor importante en el
desarrollo de la composicion de la microbiota. A edades tempranas, se descubrié
que la microbiota de los lactantes amamantados con formula artificial difiere
significativamente en composicion como en diversidad respecto a los
amamantados naturalmente, que contienen una microbiota mas heterogénea y
con mayor diversidad taxondmica (Ottman et al., 2012).

La composicion de la microbiota varia de un sitio a otro. También se localiza en
otros organos, ademés del intestino como la cavidad bucal, los pulmones, la
vagina y la piel. La microbiota bucal se considera la segunda comunidad
microbiana mas grande del ser humano después del intestino (Hou et al., 2022).
El Proyecto de Microbioma Humano constituyé dos fases: la primera fase (afios
2007 a 2012) fue disefiada para realizar un estudio de las comunidades
microbianas de cinco hébitats principales del cuerpo humano (oral, piel, fosas
nasales, tracto gastrointestinal y tracto urogenital) y para evaluar si una
comunidad microbiana caracteristica se asociaba con un estado de salud
especifico del hospedero. La segunda fase (afios 2013 a 2016) de este programa
se disefid6 para crear un conjunto de datos integrados de las propiedades
biologicas tanto del microbioma como del hospedero a lo largo del tiempo, en
una serie de cohortes de enfermedades, como un recurso para la comunidad de
investigacion mas amplia (NIH Human Microbiome Portfolio Analysis Team et al.,
2019). Sin embargo, inicialmente en el proyecto del Microbioma Humano el tracto
urinario no fue incluido.

A partir del 2012 se obtuvo evidencia de que existe una microbiota asociada al
tracto urinario, la cual es Unica y sustancialmente diferente a las poblaciones en

el intestino y en la vagina (Fouts et al., 2012).
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1.2 La microbiota urinaria.

Historicamente, la orina se consideraba un “liquido estéril” y los cientificos la
estudiaban para predecir y confirmar infecciones del tracto urinario (ITU). En
1957, Edward Kass publico su criterio que consistia en el recuento de bacterias
cultivadas de orina fresca: el nimero de bacterias superior o igual a 10° unidades
formadoras de colonia por cada mililitro de orina (UFC/mL) era predictivo de una
ITU. Esto se basé en los resultados obtenidos de dos estudios de tamafio
muestral pequefio y el criterio se continGa aplicando hasta la actualidad (Morand
et al., 2019).

Desde 2012 distintas investigaciones aseveran que la orina de la vejiga esta
colonizada por comunidades bacterianas. El papel del microbioma urinario o
urobioma en las enfermedades uroldgicas ha crecido rapidamente en los ultimos
cinco afios y podria ser un factor clave de susceptibilidad a estas enfermedades
como el cancer de vejiga (Yacouba et al., 2022). Otros trastornos funcionales
como la cistitis intersticial, la incontinencia urinaria de urgencia y la prostatitis
crénica tienen caracteristicas de un microbioma alterado con agentes
etiolégicos o urotipos dominantes especificos en comparacion con la orina de
individuos sanos. Los conocimientos sobre el impacto del microbioma urinario
pueden ayudar a comprender mejor la afeccién y proporcionar un tratamiento
mas efectivo (Magistro & Stief, 2019). Sin embargo, como se mencion6
previamente, desde hace mas de 10 afios se ha reconocido la existencia de un
microbioma urinario que esta compuesto de una comunidad microbiana compleja
(Wolfe et al., 2012; Whiteside et al., 2015; Antunes-Lopes et al., 2020; Jones et
al., 2021). La deteccion de secuencias del gen de ARNr 16S bacteriano en

muestras de orina de mujeres y el cultivo de microorganismos mediante técnicas
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de cultivo cuantitativo expandido de orina (EQUC) en muestras que no
presentaban crecimiento de microorganismos por las técnicas de cultivo
convencionales apoyaron la existencia de una microbiota urinaria (Hrbacek et
al., 2022).

El microbioma de la orina incluye: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y
Actinobacteria (Karstens et al., 2016). Actualmente se estd4 describiendo un
urobioma que incluye microorganismos cultivables y no cultivables, sin embargo,
la mayoria de los estudios en el tracto urinario hasta la fecha se centraron en el
urobioma femenino debido a trastornos urolégicos que afectan a las mujeres
(Schneeweiss et al., 2016; Brubaker & Wolfe, 2017).

Tanto el urobioma masculino como el femenino estdn dominados por el filo
Firmicutes, mientras que Actinobacteria y Bacteroidetes no se encontraron en el
urobioma masculino (Nelson et al., 2010; Lewis et al.,, 2013; Karstens et al.,
2016). En general, el urobioma masculino se describe como un entorno menos
complejo, que se distingue del urobioma femenino en funcién de la abundancia
relativa de diferentes géneros (Fouts et al., 2012; Ceprnja et al., 2021).
Corynebacterium fue identificado como el género dominante del urobioma
masculino y se encuentra presente principalmente en el microbioma de la piel
(Fouts et al., 2012). Otros géneros bacterianos identificados tanto en el urobioma
masculino como femenino incluyen Lactobacillus spp, Streptococcus spp vy
Staphylococcus spp (Gottschick et al., 2017). Los microorganismos presentes en
el urobioma masculino son similares a los presentes en el microbioma de la piel,
mientras que el urobioma femenino presenta microorganismos en comuan con el
microbioma vaginal (Fouts et al., 2012, Lewis et al.,, 2013). Los principales

componentes del urobioma femenino reportados son Escherichia coli (E. coli),
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Streptococcus spp, Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Shigella spp,
Gardnerella spp, Prevotella spp y Sneathia spp (Gottschick et al., 2017; Price et
al., 2020).

Existen pocos estudios sobre el papel especifico de la microbiota urinaria en el
mantenimiento de la homeostasis y sus mecanismos subyacentes. La microbiota
urinaria podria desempefiar un papel en la modulacion de la respuesta inmune,
asociacion con distintas patologias y tratamiento del cancer (Jones-Freeman et
al., 2021). La incontinencia urinaria y otros sintomas crénicos del tracto urinario
se asociaron con la modificacién de los componentes microbianos de la orina
(Wolfe et al., 2012; Hilt et al., 2014). La microbiota urinaria también puede influir
en el cancer de vejiga: la inmunoterapia intravesical con BCG (una cepa
atenuada de Mycobacterium bovis) es un tratamiento para el cancer de vejiga no
musculo invasivo. Otras micobacterias como Mycobacterium indicus pranii se

han estudiado como alternativas terapéuticas (Whiteside et al., 2015).

1.3 Infeccién del tracto urinario.

1.3.1 Conceptos principales.

Clasicamente, las ITU se definen como la presencia de microorganismos
patégenos en el tracto urinario con la aparicion de una respuesta inflamatoria y
la presencia de sintomas y signos compatibles (Foxman, 2002). Es una infeccion
que afecta los 6rganos del tracto urinario: rifiones, uréteres, vejiga y uretra (Tan
& Chlebicki, 2016). El término ITU es amplio y se puede aplicar a cualquier
microorganismo uropatogeno (bacteriano, fungico, viral) que infecta cualquier
parte del tracto urinario, desde los rifiones hasta la uretra, en ambos sexos (Chai

et al., 2024).
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Las ITU se clasifican tradicionalmente segun su localizacibn anatomica,
incluyendo uretritis que afecta la mucosa uretral, cistitis que se limita a la vejiga
y pielonefritis cuando la infeccién asciende hasta los rifiones. En varones,
también puede presentarse prostatitis. Es importante destacar la existencia del
sindrome uretral agudo, una condicidn caracterizada por sintomas urinarios
bajos como disuria, frecuencia y urgencia, que puede presentarse sin bacteriuria
significativa y es mas comun en mujeres. Este sindrome puede estar asociado o
no a infecciones de transmision sexual (ITS). Es fundamental distinguir entre ITU
convencionales e ITS, ya que estas Ultimas requieren un abordaje especifico con
tratamientos dirigidos (Bonkat et al., 2023).

Las bacterias pueden estar presentes en el tracto urinario sin causar inflamacion
ni sintomas. Esta afeccion se denomina bacteriuria asintomatica. La bacteriuria
asintomatica se define por la presencia en la orina de 2100.000 UFC/mL, en
ausencia de sintomas de ITU (Mehnert, 2005; Stamm & Hooton , 2000; Nicolle
et al., 2005).

Los sintomas de las ITU pueden variar desde irritacion en la miccién hasta
bacteriemia, sepsis y en algunos casos incluso la muerte (Foxman, 2002).

Las mujeres se ven afectadas de forma desproporcionada por las ITU. La corta
longitud de la uretra femenina fue considerada un factor de riesgo de ITU
(permitiendo el ascenso de microorganismos que colonizan el periné). Se
considera que las mujeres son mas propensas a estas infecciones debido a los
acontecimientos bioldgicos que ocurren en su vida: ciclos menstruales,
embarazos/partos, la actividad sexual y los niveles de estrégeno (Chai et al.,
2024). El tracto urinario inferior en los varones esta anatomicamente conectado

al tracto reproductivo (prostata, epididimo, testiculos), por lo que una ITU puede
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involucrar prostatitis y epididimitis y epididimoorquitis. Esto puede ocurrir porque
los uropatégenos que ingresan a la vejiga de manera retrograda a través de la

uretra también pueden acceder al tracto reproductivo (Chai et al., 2024).

1.3.2 Métodos diagndsticos de laboratorio.

El diagnéstico de ITU se basa en caracteristicas clinicas y microbiolégicas. El
paciente debe tener uno de los siguientes sintomas: fiebre, sensibilidad
suprapubica, dolor lumbar, urgencia urinaria, aumento de la frecuencia urinaria
o disuria (Hooton, 2012). La mayoria de las muestras de orina se obtienen
mediante la técnica de chorro medio. Esta técnica es simple, econdmica, no
invasiva ni incbmoda. En cuanto al transporte de las muestras, debe realizarse
dentro de las 2 horas posteriores a la recoleccién, a menos que las muestras
hayan sido refrigeradas a 4°C, donde se pueden conservar hasta 24 horas
(Wilson & Gaido, 2004).

La técnica considerada “gold standard” para el diagndstico de ITU es el urocultivo
estandar (UE) (Stamm et al., 1980; Pezzlo, 2014; Roberts et al., 2011). Esta
técnica permite la deteccion de un numero limitado de microorganismos,
principalmente bacterias aerébicas y de rapido crecimiento, como E. coli. Sin
embargo, con este método no se detectan microorganismos anaerobicos
caracterizados por un crecimiento lento o bacterias con necesidades complejas
de nutrientes (Pérez-Carrasco et al., 2021). Para considerarse una ITU, los
pacientes deben tener un urocultivo con no mas de 2 especies distintas de
microorganismos y con un recuento = 10° UFC/mL si la muestra fue recolectada
por chorro medio (Hooton, 2012). Sin embargo, varios estudios han establecido

gue mas de un tercio de los pacientes, mayormente mujeres sintomaticas, tiene
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valores de UFC por debajo de los niveles mencionados y presentan ITU (Kunin
et al., 1993; Stamm et al., 1982; Komaroff, 1986; Hooton et al., 2000).

Los urocultivos de rutina consisten en sembrar 10 yL de la muestra con asas
calibradas, brindando informacion sobre el ndmero de UFC/mL, colonias
aisladas para identificacion y pruebas de susceptibilidad. Los medios de cultivo
que se utilizan en la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica son agar
sangre (AS), que permite el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y agar Mac Conkey Lactosa (AMc), medio selectivo y diferencial para
Gram-negativas. Los urocultivos deben incubarse durante 24 horas a una
temperatura de 35-37 °C en aerobiosis antes de su interpretacion (Wilson &
Gaido, 2004).

Como complemento al UE, en 2014 Hilt y colaboradores estudiaron la microbiota
urinaria de pacientes con vejiga hiperactiva con la técnica de EQUC (Hilt et al.,
2014). Este protocolo consiste en sembrar una muestra de orina en un grupo de
medios de cultivo que incluyen placas de AS, agar chocolate (ACh) y &cido
nalidixico y colistina (CNA), que luego se incuban en condiciones aerbbicas y
anaeroébicas a 35°C durante 48 horas (Price et al., 2020). En el estudio de Hilt,
mediante EQUC se detectaron 35 géneros bacterianos y 85 especies
bacterianas diferentes, la mayoria de las cuales no se observaron por UE. La
inoculacién de un volumen mayor (100 pL) combinado con incubaciones
prolongadas en varias atmdésferas durante 48 horas permitié recuperar bacterias
en bajas concentraciones (menos de 103 UFC/mL). Este método evidencié la
presencia de bacterias en el 80% de las muestras de orina de pacientes sin ITU

mientras que se recupera el 8% con los métodos de rutina (Hilt et al., 2014).
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Los géneros bacterianos mas comunes detectados con EQUC en la microbiota
urinaria fueron Lactobacillus (15% de poblacion de estudio), Corynebacterium
(14,2%), Streptococcus (11,9%), Actinomyces (6,9%) y Staphylococcus (6,9%).
Los autores concluyeron que el EQUC era més sensible que el UE para detectar
bacterias uropatdégenas y no uropatégenas en la orina confirmando la presencia
de una microbiota urinaria residente en mujeres (Hilt et al., 2014).

Esta técnica de EQUC es mas sensible que el UE en la deteccion de diversos
uropatégenos. Sin embargo, al igual que la técnica de rutina, el crecimiento de
uropatégenos en el EQUC no significa que sean clinicamente relevantes ni
generen sintomas urinarios (Chai et al., 2024).

Otras técnicas no dependientes de cultivo disponibles son las de biologia
molecular, como PCR multiplex (mPCR) dirigida a bacterias determinadas que
causan ITU (Wojno et al.,, 2020). Por otro lado, se pueden utilizar cebadores
universales para amplificar todos los genes ARNr 16S de una muestra de orina,
secuenciar estos amplicones y comparar con una base de datos para identificar
los géneros bacterianos. La secuenciacion del gen ARNr 16S al igual que EQUC
mejoran la posibilidad de encontrar mas uropatdgenos en relacién a los métodos
especificos de mPCR y UE (Chai et al., 2024).

En estudios realizados en mujeres asintomaticas (n=224) se aplic6 EQUC y
secuenciacion del gen ARNr 16S y encontraron que los principales componentes
de la microbiota urinaria eran miembros de los géneros Lactobacillus spp,
Streptococcus spp, Gardnerella spp y E. coli (Price et al., 2020).

Otro estudio en mujeres asintomaticas (n=59) comparo las técnicas EQUC y
secuenciacion del gen ARNr 16S, evidenciado que esta ultima es una técnica de

mayor sensibilidad en la deteccion de bacterias. Mientras que mediante
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secuenciacion se detectaron Streptococcaceae spp, Staphylococcaceae spp,
Pseudomonadaceae spp, Lactobacillaceae spp y Enterobacteriaceae spp, por la
técnica de EQUC se observaron los géneros Enterococcaceae spp,
Peptoniphilaceae spp, Morganellaceae spp, Corynebacteriaceae spp vy
Leuconostocaceae spp. Presentando un 15% de concordancia entre ambas
técnicas, por lo que son técnicas complementarias para informar los resultados
obtenidos (Vaughan et al., 2022).

Recientemente, la espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) revolucioné el campo de la microbiologia (Clark et al.,
2013; Singhal et al., 2015). Es una técnica analitica en la que compuestos
quimicos se ionizan en moléculas cargadas y se mide la relacién entre su masa
y su carga (m/z). Los péptidos se convierten en iones mediante la adiciéon o
pérdida de uno o mas protones (Singhal et al., 2015).

La muestra para el andlisis por MALDI se prepara recubriendo con una solucion
de un compuesto organico absorbente de energia llamado matriz. La muestra
dentro de la matriz se ioniza de manera automética con un rayo laser. La
desorcidén e ionizacidn con el rayo laser genera iones protonados simples a partir
de los analitos en la muestra. Luego, los iones protonados se aceleran a un
potencial fijo, donde se separan entre si en funcién de su relacion masa-carga
(m/z). Luego, los analitos cargados se detectan y se miden utilizando diferentes
tipos de analizadores de masas, como analizadores de trampa de iones,
analizadores de tiempo de vuelo (TOF), etc. Para aplicaciones microbiolégicas,
se utilizan principalmente analizadores de masas TOF. En base a la informacién
de TOF, se genera un espectro caracteristico llamado huella de masa de

péptidos (PMF) para los analitos en la muestra (Singhal et al., 2015).
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La identificacion de microorganismos mediante MALDI-TOF se realiza
comparando las PMF de un organismo desconocido con las PMF contenidas en
la base de datos o haciendo coincidir las masas de biomarcadores de un
organismo desconocido con la base de datos del proteoma (Singhal et al., 2015).
Por lo tanto, la identidad de un microorganismo se puede establecer hasta el
género y, en muchos casos, hasta el nivel de especie y cepa (Fagerquist et al.,
2010). Esta técnica se usa ampliamente en la identificacién microbiana porque
es simple y puede emplearse convenientemente en un laboratorio de diagnéstico
microbiolégico, con la ayuda de la disponibilidad de bibliotecas comerciales de

PMF de organismos (Singhal et al., 2015).

1.3.3 Epidemiologia.

Entre las infecciones méas frecuentes del ser humano, la ITU constituye un
importante problema de salud que afecta a millones de personas cada afio. Es
la segunda causa de infeccion mas frecuente en humanos, superada por las
infecciones del tracto respiratorio. Alrededor de 150 millones de personas por
afo sufren esta patologia (Stamm & Norrby, 2001).

La incidencia de las ITU es elevada en todo el mundo. Se estima que el 50% de
las mujeres y el 12% de los varones experimentan al menos un episodio de ITU
en su vida. A su vez, un cuarto del 50% de mujeres con esta afeccion tendran
recurrencia dentro de los proximos 6 a 12 meses. En pediatricos la recurrencia
es del 20-40% en los 12 meses siguientes al primer episodio (Koljalg et al., 2009;

Foxman, 2003).

24



1.3.4 Agentes etioldgicos.

Las ITU son causadas por una amplia gama de patdgenos: bacterias Gram
negativas y Gram positivas y hongos (Flores-Mireles et al., 2015). El agente
etiolégico mas frecuente (80% de los casos) es E. coli uropatogénico (UPEC)
(figura 1) (Flores-Mireles et al., 2015, Robino et al., 2014a) seguido por Klebsiella
pneumoniae (6%), Staphylococcus saprophyticus (6%), Proteus mirabilis (4%),
entre otros (Seija et al., 2010). E. coli es el patégeno predominante en todos los
rangos etarios (Alonso et al., 2001). Para las ITU complicadas, si bien E. coli
continda siendo el agente predominante, también causan ITU: Enterococcus
spp., K. pneumoniae, Candida spp., S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa y

Streptococcus del grupo B (Flores-Mireles et al., 2015).
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Figura 1. Epidemiologia de las ITU. Principales agentes etioldgicos causantes de ITU no

complicadas (izq) e ITU complicadas (der). Tomada de Flores-Mireles et al., 2015.

1.3.5 Patogenia.
El avance de las infecciones urinarias esta estrechamente relacionado con la

eficacia de una serie de estrategias que los uropatogenos han desarrollado para
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adherirse e invadir los tejidos del hospedero. A menudo, la infeccion no parece
particularmente grave, especialmente en las primeras etapas, pero puede
empeorar significativamente en presencia de factores que la compliquen
(Mancuso et al., 2023).

El mecanismo clasico de patogénesis del tracto urinario (figura 2) establecia que
los uropatdgenos del intestino contaminan el area periuretral (paso 1) y pueden
colonizar la uretra. La migracion posterior a la vejiga (paso 2) y la expresion de
pili y adhesinas dan como resultado la colonizacion e invasion de las células
“paraguas” superficiales (paso 3). Las respuestas inflamatorias del hospedero,
incluida la infiltracion de neutrofilos (paso 4), comienzan a eliminar las bacterias
extracelulares. Algunas bacterias evaden el sistema inmunolégico mediante
cambios morfolégicos que resultan en resistencia a los neutréfilos y estas
bacterias se multiplican (paso 5) y forman biofilms (paso 6). Estas bacterias
producen toxinas y proteasas que inducen dafio a las células (paso 7), liberando
nutrientes esenciales que promueven la supervivencia bacteriana y el ascenso a
los rifiones (paso 8). La colonizacion del rifion (paso 9) da como resultado la
produccion de toxinas bacterianas y dafio al tejido del hospedero (paso 10). Este
mecanismo de patogenia es el mas frecuente, y es llamado por via ascendente.
Otra forma de patogenia es la via hematdégena. Si no se tratan, las ITU pueden
eventualmente progresar a bacteriemia si el patdégeno cruza la barrera epitelial
tubular en los rifiones (paso 11) (Flores-Mireles et al., 2015).

Los macrofagos y los mastocitos desempefian un papel clave en la regulacion
inmune del tracto urinario, coordinando el reclutamiento y el inicio de respuestas
de neutrofilos que conducen a la eliminacion de bacterias en la vejiga. Ademas,

estas células son fundamentales para evitar que una respuesta excesiva de
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neutrofilos cause dafos al tejido de la vejiga y predisponga a este érgano a una

infeccion persistente (Mancuso et al., 2023).
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Figura 2. Patogenia de las infecciones del tracto urinario. Tomada de Flores-

Mireles et al., 2015.
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1.4 Comunidades bacterianas intracelulares.

Las comunidades bacterianas intracelulares (CBI) son estructuras similares a los
biofilms con ciclos particulares de desarrollo (Anderson et al., 2003; Mulvey et
al., 2001). Rosen y colaboradores describieron por primera vez la presencia de
CBI en células exfoliadas en orinas de mujeres con cistitis (Rosen et al., 2007).
Las CBI (figura 3) se forman debido a la interaccidn del patégeno con receptores
presentes en la superficie celular que conducen a una reordenacion del
citoesqueleto de actina, lo que permite la internalizacion del patégeno en una
vacuola endocitica de donde posteriormente son liberados para poder acceder
al citosol donde se replican (Barrios-Villa et al., 2022).

Las CBI son importantes porque se han asociado con evasién inmune,
resistencia a los antimicrobianos, persistencia en el tracto urinario y recurrencia
de infecciones urinarias. Ademdas, se han asociado con resultados falsos
negativos de urocultivo, lo que complica el diagnostico y tratamiento oportuno

(Barrios-Villa et al., 2022).
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Figura 3. Proceso de formacion de comunidades bacterianas intracelulares y los eventos
que promueven el establecimiento y la recurrencia de la infeccién del tracto urinario.

Tomada de Barber et. al., 2013.

Estas comunidades se encuentran protegidas del sistema inmune del hospedero
y pueden resistir a la accion de los antibiéticos que no presentan buena
concentracion intracelular. UPEC puede causar infecciones persistentes
invadiendo células intermedias, formando reservorios intracelulares quiescentes
(QIR). Este tipo de bacterias no se replican, sin embargo, son capaces de
sobrevivir por meses incluso después de que el hospedero se encuentre en
tratamiento con antibiGticos. Este tipo de reservorios son una clave importante
en el desarrollo de ITU recurrentes y cuadros de cistitis crénica (Sarah &
Deborah, 2013).

En la Unidad Académica de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene y
en el Laboratorio de Biofilms del Departamento de Microbiologia del IIBCE se ha

detectado mediante microscopia laser confocal (MLC) la presencia de CBI de
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UPEC en muestras de orina de pediatricos con ITU, siendo la primera vez que
se describe éste fenébmeno a nivel mundial en ésta poblacion. De 133 muestras
de orina de nifias y nifios con ITU, en 36,8% se detecto la presencia de bacterias
intracelulares ya sea de forma individual o formando CBI. La presencia de estas
bacterias se encontrd significativamente en individuos que habian presentado
episodios de ITU previa, en ausencia de alteraciones anatémicas o funcionales
del tracto urinario, lo que sugiere que la presencia de bacterias intracelulares
podria ser una causa de ITU persistente o recurrente (Robino 2014b; Robino

2013).

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se plantea como hipotesis identificar la microbiota que habita en el tracto urinario
de personas sanas y sintomaticas de ITU, los microorganismos cultivables y los
intracelulares asi como evaluar una técnica alternativa al urocultivo tradicional
como es el urocultivo cuantitativo expandido para obtener mayor cantidad y

riqgueza de especies bacterianas en la poblaciéon de estudio.

3. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general conocer la lista de especies
bacterianas cultivables asociadas al tracto urinario en personas sanas y en
pacientes con sintomas urinarios y evaluar e identificar las bacterias

intracelulares en las células epiteliales de la vejiga.
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Los objetivos especificos son:

I) Identificar la riqueza de la microbiota urinaria con técnicas dependientes de
cultivo en personas sanas y en pacientes con sintomas sospechosos de ITU y
comparar si existen diferencias entre ambas poblaciones, asi como también
segun edad y sexo.

II) Implementar técnicas alternativas de cultivo y compararlas con el urocultivo
estandar.

[ll) Evaluar la presencia de bacterias intracelulares en las células de la vejiga en
personas asintomaticas y en pacientes con sintomas sospechosos de ITU, como

parte de la microbiota.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Poblacién de estudio.

Se realiz6 un estudio descriptivo y experimental en muestras de orina de
pacientes entre los afios 2021 y 2023. Se incluyeron personas de ambos sexos
y de todas las edades, que luego para su analisis fueron divididas en poblacién
pediatrica (menores de 15 afios) y adultos.

Asimismo, la poblacion de estudio fue dividida en 2 grupos: un grupo de
voluntarios “sanos” o asintomaticos y otro grupo de personas con sintomas
sospechosos de ITU o sintomaticos. Los criterios de exclusion fueron: la
presencia de cateterismo vesical, aquellas personas que requirieron estudios

instrumentales del tracto urinario en el Ultimo mes a la toma de la muestra y
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pacientes que recibieron tratamiento antibiotico en los 3 meses previos al
muestreo.

Los pacientes del grupo de sintomaticos fueron asistidos en el Servicio de
Urologia del Hospital Maciel y en el Centro Hospitalario Pereira Rossell.

Este estudio fue aprobado por los comité de ética humana del IIBCE y la Facultad
de Medicina. Se solicité consentimiento informado a todos los individuos.

Se incluyeron 141 personas (una muestra de orina por persona), siendo 50
individuos pediatricos (35,5 %) y 91 adultos (64,5%). Los pediéatricos incluyeron
31 niflas y 19 varones y el grupo de los adultos, 46 mujeres y 45 varones.

A su vez, en el grupo de la poblacion pediatrica, 25 presentaron sintomas de ITU
(21 nifias y 4 varones) y 25 asintomaticos (10 niflas y 15 varones). En el grupo
de adultos, 44 presentaron sintomas (24 mujeres y 20 varones) y 47
asintomaticos (22 mujeres y 25 varones). Esto completa un total de 69/141

individuos sintomaticos y 72/141 asintomaticos (Figura 4).

141
indivilduos
I | |
Edad 91 adultos 50 pediatricos
I 1 1 I 1 1
Sexo 46 45 31 19
mujeres varones nifias varones
Presencia/ f 1 f ] f 1 f 1
ausencia de 24 22 20 25 21 10 4 15
sintomas de ITU Sint Asint Sint Asint Sint Asint Sint Asint

Figura 4. Esquema de la poblacién de estudio. Sint: sintomaticos; Asint: asintomaticos.
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4.2 Muestreo de orina.

A los sujetos de estudio se les solicito la muestra de orina por la técnica de chorro
medio o al acecho en los nifios sin control de esfinteres. Se les explic6 como
realizar la toma de muestra. Para la poblacion pediatrica, se les explico a los
padres y se les solicitd autorizacion. Las muestras fueron conservadas a 4°C
hasta su procesamiento (menor a 24 hs) en la Unidad Académica de
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene. De cada paciente se obtuvo
una muestra de orina y se le asign6 un niamero para mantener la confidencialidad
de sus datos personales. Ademas, para cada individuo se registro: la fecha de
toma de la muestra, el nombre completo, la edad, el sexo, sintomas presentes al

momento de la consulta y el contacto personal.

4.3 Aislamiento de los microorganismos en las muestras de orina por las
técnicas de cultivo UE y EQUC.

En el presente trabajo se realiz6 UE para la identificacion y cuantificacion de
microorganismos cultivables presentes en las muestras de orina recolectadas
por técnica de chorro medio. Y se realiz6 EQUC que segun los antecedentes
permite una mayor recuperacion de microorganismos que UE (Hilt et al., 2014).
Se consideré urocultivo positivo al observar crecimiento de colonias,
independientemente del recuento.

Para UE se sembraron 10 pL de orina en medios de AS y AMc, y se incubaron
en aerofilia a 37°C por 24 hs.

Para EQUC se sembraron 100 pL de orina en AS y AMc en aerofilia (condiciéon
A), 10 pL y 100 pL de orina en AS y ACh en una atmésfera 5% CO2 (condicion

B) y 10 uL y 100 pL de orina en AS y Agar Man Rogose Sharpe (MRS) en
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condiciones de microaerofilia (5% Oz, 10% CO2, 85% N2). El medio ACh es un
medio de cultivo enriquecido que favorece el crecimiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes, como Haemophilus influenzae y Neisseria spp. El
medio MRS es un medio selectivo disefiado principalmente para el aislamiento y
cultivo de bacterias acido lacticas, como Lactobacillus spp, Pediococcus spp,
Leuconostoc spp y algunas especies de Streptococcus spp. En las tres

condiciones de EQUC se incubaron las placas a 37°C por 48 hs (figura 5).

Muestra de orina

! l

Urocultive Estandar (UE) Urocultivo Cuantitativo Expandido (EQUC)
10 ul orina 100 vl onna 10-100 ul orina !D-’I o0 uL_c\nns
A7°C 24 hs 37°C 48 hs 5% C0, 48 hs microaercfilia 43 hs
e e e
—_ —
AS AMic A5 ACh A5 MRS
As AMc o
Condicion A Condicidn B Condicién C

Figura 5. Esquema de procesamiento de las muestras de orina. Técnicas dependientes de
cultivo: UE (izq) y EQUC (der); AS: Agar Sangre, AMc: Agar MacConkey, ACh: Agar Chocolate

y MRS: Agar Man Rogose Sharpe.

De cada condicién de cultivo se seleccionaron colonias de distinta morfologia
gue se reaislaron en las mismas condiciones para obtener un cultivo puro.
Posteriormente, estas cepas se criopreservaron en condiciones de esterilidad
tomando una ansada de las colonias aisladas, se sumergieron inmediatamente
en criotubos con glicerol al 20% en caldo Luria Bertani (LB) y se conservaron a -

80°C para efectuar luego la identificacion por MALDI-TOF.
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4.4 Técnica de recuperacion de las bacterias intracelulares por cultivo
mediante ensayo de proteccidn con gentamicina.

Se realizé la centrifugacion de 14 mL de cada muestra de orina a 1000 rpm a
temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Luego, se descart6 el sobrenadante y
se resuspendié el pellet en 1 mL de PBS 1x. Se sembraron 50 pL de la
suspensién en una placa de AS como control de crecimiento de microorganismos
extracelulares. Se adiciond a la suspension del pellet restante un volumen de
gentamicina para alcanzar una concentracion final de 100 pg/mL, que permite
eliminar las bacterias extracelulares y se incubé a 37°C por 2 hs. Posterior a las
2 hs, se sembraron 50 pL de la suspensién en la misma placa de AS como control
de ausencia de crecimiento de bacterias extracelulares. Se centrifugd
nuevamente la suspensién a 1000 rpm, 5 minutos, TA. Se resuspendio el pellet
en 10 mL de PBS 1x con el fin de eliminar la gentamicina. Se centrifugé a 1000
rpm, 5 minutos, TA, descartando luego el sobrenadante hasta obtener un
volumen final de 1 mL. Las células en el pellet fueron lisadas con tritobn 0,1% y
fue incubado a 37°C por 15 minutos. Se sembraron 50 pL en la misma placa de
AS, que se incubd a 37°C por 24 hs. El crecimiento de colonias en la ultima
condicién corresponde a las bacterias intracelulares. Las colonias aisladas

fueron identificadas por MALDI-TOF.

4.5 ldentificacion de los microorganismos aislados de UE, EQUC y de los
cultivos de intracelulares por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Las colonias reaisladas de cada muestra de orina, que se encontraban a -80°C,
fueron sembradas e incubadas en las mismas condiciones que en los cultivos

iniciales. Los cultivos puros se enviaron al Servicio del Instituto de Higiene y a la
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reparticion de Microbiologia del Departamento de Laboratorio Clinico del
Hospital de Clinicas para efectuar la técnica de MALDI-TOF (Bruker Daltonik
microflex).

Para ello se depositd una colonia en uno de los pocillos de la placa metélica del
equipo y se cubrié con 1 pL de la matriz del equipo. Luego se introdujo la placa
para obtener mediante un software asociado la identificacion de los

microorganismos en pocos minutos.

4.6 Evaluacién de las bacterias intracelulares por microscopia.

4.6.1 Preparacion de las muestras de orina para su visualizacion microscopica.
Se citocentrifugaron sobre laminas de vidrio 1000 pL de orina durante 6 minutos
a 2000 rpm (se prepararon 2 laminas por muestra de orina, 1 para
inmunofluorescencia y 1 para tincion con May-Griunwald-Giemsa -MGG-). Los
frotis para inmunofluorescencia fueron fijados con 200 pL de paraformaldehido
4,5% por 30 minutos y para la tincion con MGG fueron fijados con calor. Las

laminas se guardaron a 4°C hasta el dia de la tincion.

4.6.2 Tincion de May-Grinwald-Giemsa y observacion de las células epiteliales
en orina por microscopia optica.

En una primera instancia, a manera de evaluar la presencia de células epiteliales
de vejiga descamadas en orina, se realizé la tincion de MGG.

Se cubrieron las laminas con May-Grinwald durante 3 minutos. Se lavaron y se
agrego Giemsa durante 5 minutos. Se lavaron nuevamente con agua destilada,
para luego observar el preparado en el microscopio 6ptico NIKON YS100 con el

objetivo de inmersion 100X. Se evalud la presencia de células epiteliales en cada
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muestra. En caso de visualizar estas células se procediéo a la tincién con

fluoréforos para su evaluacion mediante MLC.

4.6.3 Tincién de inmunofluorescencia.

Las muestras en los portaobjetos se tifileron con anticuerpos primarios de cabra
anti-uroplaquina Ill (UPIIl, Santa Cruz Biotechnology) 1/50 seguido de una
incubacion con el anticuerpo secundario de burro anti-inmunoglobulina G de
cabra Alexa Flaor 568 durante 15 minutos. Después de lavar con PBS 1x, se
realiz6 una permeabilizacion celular con 0,3% de Triton X-100 durante 15
minutos. Luego, los portaobjetos se incubaron con 5,0 pg/mL de marcador de
membrana conjugado con Alexa Fluor 488 (WGA: wheat germ aglutining,
Molecular Probes) y Hoescht 33342 (10 pg/mL) durante 30 minutos. Una vez
finalizada la incubacion, los portaobjetos se lavaron con PBS 1x y luego se
montaron con 10 pL de buffer de montaje citifluor y se sellaron con un
cubreobjetos. Los preparados se conservaron en oscuridad a 4°C hasta su
evaluacion en MLC. En la tabla 1 se visualiza la lista de moléculas acopladas a

fluordforos.

Tabla 1. Moléculas acopladas a fluoroforos para la tincion de fluorescencia y andlisis por MLC.

Moléculas Blanco Aexc/Aem (nm)
WGA conjugado Alexa Fluor 488 N-acetilglucosamina y acido N- 495/519
acetilneuraminico de membranas
celulares
Hoescht 33342 ADN/nucleos 350/470
Anti-UPIIl de cabra Uroplaquina Ill
Anti-lgG de cabra en burro (Alexa Fluor IgG de cabra 579/603
568)
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4.6.4 Microscopia laser confocal y adquisicién de imagenes.

La adquisiciobn de imagenes fue realizada en la Plataforma de Microscopia
Confocal y Epifluorescencia del IIBCE utilizando el microscopio de laser confocal
LSM ZEISS 800, con el software ZEN Blue 2.3 con modulos para AiryScan
Processing, TileScan y Experiment Designer. La visualizacion se llevo a cabo
con un aumento de 100X (AN 1.4), con longitudes de onda de excitacién/emision:
350/460, 488/520, 543/565. El paso de adquisicién de imagenes fue de 0,3 um
en el eje z y de 1024 x 1024 pixeles en los planos xy. Las imagenes 3D se

reconstruyeron utilizando el software ZEN (Zeiss) y Volocity (Perkin Elmer).

4.7 Anédlisis estadistico de los resultados obtenidos.

El andlisis estadistico se realiz6 con el software SPSS 26.0 (IBM SPSS Statistics
Inc, Chicago, lllinois). Se aplico la prueba de chi-cuadrado o Fisher, que permite
analizar si existe una relacion significativa entre dos variables nominales e
independientes y se calculé el odds ratio (OR) para entender la magnitud y
direccion de esa asociacion con un intervalo de confianza (IC) de 95%. Para la
comparacion de las técnicas de UE y EQUC, se utilizo el test de McNemar, que
permite analizar datos pareados en variables categoéricas dicotdbmicas. Se
compararon ambas metodologias en la misma cantidad de individuos, evaluando
silas discordancias entre las técnicas eran significativas. En ambas pruebas (chi-
cuadrado y McNemar) se considero estadisticamente significativo un valor de

p=<0.05.

38



5. RESULTADOS

5.1 Identificacion de los microorganismos de la microbiota urinaria.

Se identificaron mediante MALDI-TOF 43 géneros bacterianos y 66 especies
bacterianas distintas en todas las muestras de orina de la poblacion. Se
obtuvieron las frecuencias de los microorganismos en el 100% de los

aislamientos identificados en ambas técnicas de urocultivo UE y EQUC.

5.1.1. Frecuencia de los microorganismos identificados en el total de las

muestras estudiadas.

Las especies méas frecuentemente encontradas fueron: en 56/141 individuos
Staphylococcus spp (38%), 49/141 E.coli (35%), 31/141 E. faecalis (22%),
17/141 Proteus spp (12%), 16/141 Streptococcus spp (11%), 10/141 Klebsiella
spp (7%), 6/141 Corynebacterium spp (4%), 2/141 S. maltophilia (1%), 2/141
Morganella morganii (1%), 2/141 E. cloacae (1%), 2/141 Weeksella virosa (1%),
2/141 Citrobacter Koseri (1%), 2/141 Pseudoglutamicibacter cumminsii (1%) y
2/141 Raoultella ornithinolytica (1%).

Otros microorganismos encontrados de manera aislada fueron: Oligella
urethralis, Pseudomonas aeruginosa, Facklamia hominis, Peptonifillus harei,
Dermabacter hominis, Campylobacter spp, Fusobacterium spp, Veillonella spp.
En 21 individuos no hubo crecimiento de microorganismos (sin crecimiento: SC,
15%) (figura 6).

En la condicion C de EQUC, que favorece el crecimiento de bacterias acido
lacticas como Lactobacillus spp, se observd desarrollo en 120 muestras (76

adultos: 44 mujeres -22 asintomaticas y 22 sintomaticas- y 32 varones -18
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asintomaticos y 14 sintomaticos-; y 44 pediatricos: 28 nifias -9 asintomaticas y
19 sintométicas- y 16 varones -13 asintomaticos y 3 sintomaticos). No fue posible
completar la identificacion de los microorganismos aislados en esta condicion
debido a la baja recuperacién de los mismos criopreservados a -80°C y la base
de datos de MALDI-TOF puede no contener perfiles espectrales para todas las

especies de Lactobacillus spp.
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Figura 6. Frecuencia de los microorganismos aislados en muestras de orina de la poblacion de
estudio. Se incluyen resultados de bacterias que co-existen en un mismo individuo. SC: sin

crecimiento de microorganismos.

Dentro del género Staphylococcus spp se identificaron 12 especies. Las
especies mas frecuentes fueron S. haemolyticus (34/56 individuos) y S.
epidermidis (23/56 individuos). En 38 individuos se identificé una sola especie de

este género: 20 presentaban S. haemolyticus, 10 S. epidermidis, 2 S.
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lugdunensis y S. capitis, 1 S. saprophyticus, S. simulans, S. hominis y S.
pettenkoferi. Las otras 4 especies (S. condimenti, S. warneri, S. cohnii sp
urealyticus y S. caprae) se encontraron colonizando junto a otras especies de
Staphylococcus spp en un mismo individuo. En varios individuos se encontré la
coexistencia de 2, 3 y 4 especies de este género.

En el género Streptococcus spp las especies méas frecuentes fueron S.
anginosus (7/16 pacientes) y S. agalactiae (3/16 pacientes). Otras especies de
éste género detectadas fueron: S. mitis, S. sanguis, S. constellatus, S. oralisy S.
gallolyticus. En el género Proteus spp la principal especie fue P. mirabilis (15/17
pacientes) y también se identificaron 2 casos con P. vulgaris. En Klebsiella spp,
K. pneumoniae fue la especie mas frecuente (8/10 pacientes), seguida de K.

variicola.

5.1.2. Frecuencia de los microorganismos encontrados en la orina segun la

presencia/ausencia de sintomas de ITU.

Los microorganismos detectados con mayor frecuencia en la poblacion de
individuos asintomaticos fueron: Staphylococcus spp (46/72, 64%), E. faecalis
(A7/72, 23%), E. coli (13/72, 18%) y Streptococcus spp (10/72, 14%).

El género Staphylococcus spp se asocio estadisticamente con la poblacién de
individuos asintomaticos (46/72, p=1,89e?), presentando un OR de 10,44 con un
IC de 95 % (4,5-23,8) (figura 7).

En los pacientes sintomaticos se observé mayoritariamente E. coli (36/69, 52%),
E. faecalis (14/69, 20%), Staphylococcus spp (11/69, 16%) y Klebsiella spp (9/69,

13%). El desarrollo de E.coli (36/69, p=2,2e°, OR 4,95, IC de 95% -2,30-10,63-)
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y Klebsiella spp (9/69, p=0,008) se asoci6 estadisticamente con la presencia de

sintomas de ITU.
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Figura 7. Frecuencia de los microorganismos aislados en la poblacion de individuos asintomaticos
y sintométicos. Se incluyen resultados de bacterias que co-existen en un mismo individuo. SC: sin
crecimiento de microorganismos. (*) indica diferencias significativas entre muestras de orina de

individuos asintomaticos y sintomaticos, p<0.05.

La distribucién de los distintos géneros bacterianos en la poblacién de estudio
de acuerdo a la presencia y ausencia de sintomas de ITU se muestra en la figura
8. En los pacientes sintomaticos se identificaron desde 1 hasta 5 especies
bacterianas por individuo, distribuidos de la siguiente manera: 38 individuos
presentaron 1, 42 individuos 2, 19 individuos 3, 7 individuos 4 y 2 individuos 5.
Como puede observarse en esta poblacién predominan entre 1 y 2 especies

bacterianas por individuo, siendo E.coli la mas frecuente (Ver anexo 2).

42



En la poblacion de asintomaticos el nUmero de especies detectadas por individuo
fue entre 1 a 6, distribuidos de la siguiente manera: 23 individuos presentaron 1,
24 individuos 2, 24 individuos 3, 22 individuos 4, 9 individuos 5 y 6 individuos 2.
Por lo tanto, en estos individuos se observd mayor cantidad y riqueza de
bacterias, con mayor frecuencia de S. haemolyticus y S. epidermidis ademas de

E. coli.
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Asintométicos Sintomaticos

S. haemolyticus
S. epidermidis
S. saprophyticus I
S. simulans
S. hominis
S. condimenti ) | |
S. lugdunensis I I I l I
3.cohnii sub urealyticus
S. capitis
S. pettenkoferi
S. warneri I
S. caprae
E. coli
E. faecalis

S agalactiae I I
S anginosus I I l I I I
S. oralis
S. mitis
S. pasteurianus
S. sanguineus
S. constellatus .
S halichoeri I
S. galiotycus
S parasanguinis I

P.mirabilis
P. vulgaris
P. hauseri

K. pneumoniae
K. variicola
Corynebacterium spp |l || || |] || |]
S. maltophilia I I
M. morganii |I I] I]
E. cloacae I I
W. virosa I
C. Koserii I
P. cumminsii 1]
Raoutella spp I]
R ornhinolytica l]
C. urealyticum |I || l] || l]
B. longum ||
B. megaterium |]
V. denticari ||
B. subtilis I I
A israeli I
M. luteus I I I I | I I
A radioresistens I
P aeruginosa ||
P ofitidis I
P harei l]
B. pumilus |I
O. uretrhalis || l]
B. vallismortis |I
Arthrobacter spp w
N flava ||
F. hominis ||
B. altitudinis 1
C. freneyi ||
C. coyleae ||
D. hominis ||
Fusobacterium spp ||
Campylobacter spp ||
A lwofi ||
Exiguobacterium spp ||
B. flexus |]
Paenibacillus spp |]
N. macacae

Figura 8. Distribucion de los microorganismos en cada individuo segun
presencia/ausencia de sintomas de ITU. Cada columna representa un individuo. Cada

género y especie se representa con color.
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5.1.3. Frecuencia de los microorganismos encontrados en la orina segun la
edad.

Los microorganismos detectados con mayor frecuencia en la poblacion
pediatrica fueron: Staphylococcus spp (19/50, 38%), E. coli (17/50, 34%) y E.
faecalis (11/50, 22%). En la poblacion adulta se encontraron con mayor
frecuencia: Staphylococcus spp (37/91, 41%), E. coli (32/91, 35%), E. faecalis
(20/91, 22%) y Streptococcus spp (12/91, 13%) (figura 9). El género
Corynebacterium spp so6lo se aislé en la poblacion adulta. No se encontraron

diferencias significativas en los microorganismos identificados en cada

poblacion.
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Figura 9. Frecuencia de los microorganismos aislados en la orina segun la edad de los
individuos. Se incluyen resultados de bacterias que co-existen en un mismo individuo. SC: sin

crecimiento de microorganismos.
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La distribucion de los distintos géneros bacterianos en

los

individuos

asintomaticos y sintométicos de acuerdo a la edad se muestra en la figura 10.

Se observé en pediatricos asintomaticos mayor diversidad de Staphylococcus

spp y Streptococcus spp que en los sintométicos. Lo mismo ocurrié en adultos.
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Figura 10. Distribucién de los microorganismos segun presencia/ausencia de sintomas de ITU

y la edad de la poblacion de estudio. Cada columna representa un individuo. Cada género y

especie se representa con un color diferente.
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5.1.4. Frecuencia de los microorganismos encontrados en la orina segun el sexo.
Los microorganismos encontrados con mayor frecuencia en mujeres fueron
E.coli (41/77, 53%), Staphylococcus spp (32/77, 42%) y E. faecalis (14/77, 18%)
(figura 11). En varones los géneros mas frecuentes fueron Staphylococcus spp
(24/64, 38%) y E. faecalis (17/64, 27%), sin diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los valores encontrados en las mujeres.

Cuando se comparo la presencia de E.coli en mujeres respecto a varones se
observé una asociacion estadistica significativa (p=3,75e’). Las mujeres tienen
8 veces mas probabilidades de tener E.coli que los varones, con un valor de OR

7,97 e IC 95% 3,4-18,9.
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Figura 11. Frecuencia de los microorganismos aislados en la orina segun el sexo de los
individuos. Se incluyen resultados de bacterias que co-existen en un mismo individuo. SC: sin
crecimiento de microorganismos. (*) indica diferencias significativas entre muestras de orina de

mujeres y varones, p<0.05.
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La distribucién de los distintos géneros bacterianos en los individuos

asintomaticos y sintomaticos de acuerdo al sexo se muestra en la figura 12. Se

evidenci6 en mujeres asintomaticas mayor

riqueza de especies de

Staphylococcus spp asi como de otras especies bacterianas que en las

sintométicas, a excepcién de E. coli.
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Figura 12

ITUy el sexo de la poblacidn de estudio. Cada columna representa un individuo. Cada género
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y especie se representa con color.
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5.2 Comparacién de las metodologias empleadas para recuperar
microorganismos de las muestras de orina.

Al comparar el crecimiento de microorganismos por las técnicas de UE y EQUC
se observd crecimiento en 101/141 individuos (71,6%) por UE y en 131/141
(92,9%) por EQUC (Ver anexo 1). Por lo tanto, en EQUC se observo
recuperacion de microorganismos en 30 muestras de orina (21,3%) que no
fueron obtenidos por UE (figura 13).

En éstas 30 muestras se observo crecimiento en EQUC en alguna de las
siguientes condiciones: 16 muestras en la condicion A de 100 pL (9 individuos
asintomaticos y 7 sintomaticos) y en 2/16 muestras se observl crecimiento
exclusivo en esta condicion (Streptococcus spp y E. faecalis); 19 muestras en la
condicién B (11 individuos asintomaticos y 8 sintomaticos) y en 2/19 muestras
se observo crecimiento exclusivo en B (Staphylococcus spp y un microorganismo
sin crecimiento); y 25 muestras en la condicion C (16 individuos asintométicos y
9 sintomaticos) y en 7/25 muestras se observo crecimiento exclusivo en C
(Klebsiella spp, Streptococcus spp, dos E.faecalis y tres microorganismos sin
crecimiento).

El urocultivo EQUC permitié obtener mayor cantidad de microorganismos que
UE, sin diferencias estadisticamente significativas entre los individuos
asintomaticos y sintoméaticos. EI EQUC permite obtener mayor conocimiento de
los microorganismos de la orina, pero no generé informacién relevante para el
diagnéstico de ITU respecto a los microorganismos identificados en cada

condicion.
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Figura 13. Aislamientos obtenidos por UE: volumen de siembra de muestra de orina de 10

ML en AS-arriba y AMc-abajo (izquierda); y EQUC (derecha): condiciéon A (volumen de
siembra de 100 pL en AS-arriba y AMc-abajo), condicién B (volumen de siembra de 10 pL en
AS y ACh-arriba y 100 pyL en AS y ACh-abajo) y condicion C (volumen de siembra de 10 pyL

en AS y MRS-arriba'y 100 uL en AS y MRS-abajo).

En 63/91 (69%) muestras de orina de personas adultas hubo crecimiento de
microorganismos en UE, 43 eran mujeres y 20 varones. En 85/91 (93%)
muestras de esta poblacién se evidencié crecimiento de microorganismos en

EQUC, 45 eran mujeres y 40 varones (figura 14).
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Figura 14. Nuamero de urocultivos positivos en la poblacion adulta. (*) indica diferencias

significativas entre muestras de orina de varones con UE y con EQUC, p<0.05.

Se observo el doble de recuperacién de microorganismos en varones con EQUC
respecto a la técnica estandar siendo esta diferencia significativa (p=2,0e),
mientras que en las muestras provenientes de mujeres no se observaron
diferencias significativas entre realizar una técnica u otra.

Si comparamos la recuperacion de microorganismos por UE y EQUC segun la
presencia o ausencia de sintomas de ITU, se observé que en varones la técnica
de EQUC presentdé mayor crecimiento que UE tanto en sintomaticos como
asintomaticos, con significancia estadistica (p=0,002). En el caso de las mujeres

no se encontraron diferencias significativas (figura 15).
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Figura 15. NUmero de urocultivos positivos en la poblacion adulta de acuerdo a la
presencia/ausencia de sintomas de ITU. Asint: asintomaticos; Sint: sintomaticos. (*) indica
diferencias significativas entre muestras de orina de varones asintomaticos y sintomaticos

respecto a las muestras de orina de mujeres de ambos grupos, p<0.05.

En 38/50 (76%) muestras de orina de la poblaciéon pediatrica hubo crecimiento
de microorganismos en UE, 26 eran niflas y 12 varones. En 46/50 (92%)
muestras de esta poblacion se evidencid crecimiento de microorganismos en

EQUC, 29 eran nifias y 17 varones (figura 16).
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Figura 16. Nimero de urocultivos positivos en la poblacion pediatrica.

En ambos grupos se recuperaron mas microorganismos mediante EQUC, sin
diferencias estadisticamente significativas.

En pediéatricos asintomaticos se observé mayor crecimiento de microorganismos
en EQUC, mientras que no hubo diferencias entre ambas técnicas en los

sintomaticos (figura 17).
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Figura 17. Numero de urocultivos positivos en la poblacion pediatrica de acuerdo a la

presencia/ausencia de sintomas de ITU. Asint: asintomaticos; Sint: sintoméaticos.

5.3 Identificacion de los microorganismos intracelulares presentes en la
orina.

5.3.1. Deteccién de bacterias intracelulares en células descamadas en orina.

La presencia de bacterias intracelulares se evalué mediante un método
dependiente de cultivo desarrollado en el presente trabajo. EI método consistio
en la centrifugacion de la orina para concentrar las células descamadas, un
siguiente paso de eliminacion de bacterias extracelulares con gentamicina y un
altimo paso de lisis celular para liberar las bacterias intracelulares. Se cultivd
cada paso del procedimiento. Como control del paso de eliminacién de bacterias
extracelulares (luego del uso de la gentamicina) se cultivaron 50 yL en agar

sangre y no se observo crecimiento bacteriano en ningun caso. Las colonias
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aisladas luego de la lisis celular con Tritdn (intracelulares) se identificaron
mediante MALDI-TOF.

Observamos la presencia de bacterias intracelulares en 72/141 muestras de
orina (51,1%): 42 eran mujeres y 30 eran varones. Observamos una asociacion
significativa entre la presencia de sintomas y la presencia de bacterias
intracelulares (p=0,007) ya que 43 pacientes tenian sintomas (65%) y 28 eran
asintomaticos (38%). El grupo que tenia sintomas y bacterias intracelulares
estaba constituido por 29 mujeres y 14 varones. Observamos una asociacion
significativa entre la presencia de bacterias intracelulares, sintomas y mujeres
(p=0,03). Cuando analizamos el grupo de asintométicos con bacterias
intracelulares, 13 eran mujeres y 16 eran varones.

Todas las muestras centrifugadas evidenciaron la presencia de células
epiteliales descamadas de la vejiga, algunas de ellas también mostraron
bacterias, desechos y células inmunes. Esto revela una gran heterogeneidad
entre las muestras.

Se confirmd la presencia de bacterias intracelulares mediante tincion por
inmunofluorescencia y visualizacion por MLC. En la figura 18 se muestran

imagenes representativas de muestras de orina con bacterias intracelulares.
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Figura 18. Imagenes representativas de células de orina descamadas de la vejiga observadas
por microscopia laser confocal (A) K. pneumoniae, (B) S. haemolyticus, (C) S. maltophiliay (D)
E. coli. Las bacterias se tifieron con WGA 488 (verde), anticuerpos primarios anti uroplaquina
Il de cabra, anticabra de burro Alexa Fluor 568 inmunoglobulina G como anticuerpo secundario

(rojo) y Hoescht 33342 (azul). La barra de escala representa 10 um.
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5.3.2. Agentes etiolégicos encontrados intracelularmente y comparacion con los
microorganismos presentes en el urocultivo estandar.

De los 72 casos con bacterias intracelulares, en 56 pudimos identificar el agente
etiolégico. En 16 muestras no pudimos identificar el microorganismo, ya sea
porque las bacterias no crecieron después de recuperarlas de -80°C o porque el
resultado de MALDI-TOF fue “no identificado”. Ademas, en dos pacientes
identificamos dos microorganismos intracelulares concomitantemente: E.
cloacae/E. coli en un caso y E. faecalis/P. mirabilis en el otro caso, demostrando
gue mas de una especie bacteriana a la vez pueden invadir células de la vejiga.
Cincuenta y ocho de 72 muestras de orina con bacterias intracelulares también
presentaron crecimiento de colonias en el UE. En 24/56 muestras se identifico el
mismo microorganismo intracelularmente y en el urocultivo: en 14/24 se encontré
E. coli, en 6/24 Staphylococcus spp, en 2/24 E. faecalis y en 1/24 P. vulgaris y
S. maltophilia. En el caso de las 14 muestras con bacterias intracelulares pero
sin colonias en UE, 8 correspondian a individuos sintomaticos (varones con
uropatias) y 6 eran asintomaticos (2 mujeres y 4 varones).

La bacteria intracelular mas frecuente fue E. coli en 20 muestras (35,7%),
seguida de S. maltophilia en 8 casos (14,2%), Staphylococcus spp en 8 muestras
(14,2%), E. faecalis en 6 (10,7%), Proteus spp en 4 (7,1%), Klebsiella spp en 3
(5,3%), Bacillus spp en 2 (3,5%) y Enterobacter cloacae en 2 muestras (3,5%)
(Figura 19). Las otras bacterias intracelulares detectadas solo en un caso fueron
Acinetobacter radioresistens, Citrobacter koseri, Micrococcus luteus vy

Pseudogentamicibacter cumminsiiare.
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Figura 19. Distribucion de las bacterias intracelulares identificadas por MALDI-TOF. En la parte
externa del grafico se representa la proporcion de mujeres y varones que tenia el

microorganismo. Las mujeres estan representadas en color claro y los varones en color oscuro.

En 16/20 muestras donde se detect6 E. coli intracelularmente, los pacientes
pertenecian al grupo sintomatico (p=0,02). En el caso de S. maltophilia, 7 de 8
casos también estaban en el grupo sintomatico (p=0,09): 5 eran varones
(p=0,006) y los otros 2 mujeres. Solo en un caso, este microorganismo se
encontré en UE. Staphylococcus spp también se recuper6 de células eucariotas
en 8 casos (13,6%), 7 del grupo asintomatico (p=0,006). La principal especie en
este género fue S. haemolyticus (5), seguida de S. epidermidis, S. hominis y S.
saprophyticus (1 caso cada uno). E. faecalis se encontré intracelularmente en 6
casos, 3 de ellos pertenecen al grupo sintomatico. Proteus spp se encontr6 en 4

casos (8,6%) y Klebsiella spp en 3 casos (5,2%), tanto en grupo de sintomaticos
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como asintomaticos. Las especies recuperadas fueron P. mirabilis y P. penneri

y K. pneumoniae y K. variicola.

6. DISCUSION

El ser humano alberga una variedad de microorganismos (bacterias, hongos,
virus y protozoos), aproximadamente diez veces mas que células humanas
(Sender et al., 2016). Las microbiotas son los microorganismos que residen en
un individuo y los microbiomas se refieren a la coleccion de genomas, genes y
productos de los microorganismos (Aragon et al., 2018).

El Proyecto del Microbioma Humano (HMP: Human Microbiome Project), de diez
aflos de duracion y organizado en dos fases (HMP1 y HMP2) desarroll6
secuencias de referencia, conjuntos de datos multiomicos, herramientas
computacionales y estadisticas, y protocolos analiticos/clinicos como recursos
para la comunidad de investigacion. EI HMP1 se centr6 en la caracterizacion de
comunidades microbianas de numerosos sitios del cuerpo (oral, nasal, vaginal,
intestinal y cutdneo) en sujetos adultos sanos. EI HMP2 amplié el repertorio de
propiedades biologicas analizadas en mujeres embarazadas, enfermedades
inflamatorias intestinales y prediabetes (Integrative HMP, Nature, 2019).

El HMP no incluyé la investigacion del microbioma del tracto urinario.
Inicialmente, se creia que la orina y el tracto urinario de personas sanas eran
estériles. La orina contiene una gran cantidad de bacterias, muchas de las cuales
no se cultivan de forma rutinaria en los laboratorios de microbiologia clinica
(Lewis et al., 2013). Una de las dificultades a la hora de analizar los resultados
publicados sobre la microbiota es la variedad de metodologias diferentes
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utilizadas. Para estudiar la microbiota urinaria se pueden utilizar diversas
metodologias: basadas en cultivo o de biologia molecular, como la
secuenciacion del gen ARNr 16S (Fouts et al., 2012).

La técnica de UE consiste en sembrar 10 puL de la muestra de orina en AS, que
permite el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y AMc,
medio selectivo para Gram-negativas. Los urocultivos se incuban durante 24
horas, a 35-37°C en aerobiosis antes de su interpretacion (Wilson & Gaido,
2004). La técnica de EQUC consiste en sembrar 100 pyL de la muestra en AS
(incubacién 48 hs a 35-37°C en aerobiosis), ACh que permite el crecimiento de
microorganismos nutricionalmente exigentes (48 hs a 35-37°C en atmdsfera de
5% CO2) y CNA, selectivo para bacterias Gram-positivas (48 hs a 35-37°C en
atmosfera de 5% Oz, 10% CO2y 85% N2) (Price et al., 2020; Pérez-Carrasco et
al., 2021). En nuestro estudio, se realizaron variaciones en EQUC: se sembré
100 pL de la muestra en AMc (48 hs a 35-37°C en aerobiosis) y en lugar de CNA,
se utilizo el medio MRS, selectivo para bacterias acido lacticas.

La técnica de EQUC demostré mayor recuperacion de microorganismos (21,3%)
respecto al UE, lo que podria tener utilidad en situaciones clinicas especificas,
asi como para el estudio de la microbiota urinaria. Esta recuperacion adicional
de microorganismos se observé en cualquiera de las 3 condiciones de cultivo
utilizadas. La variedad de condiciones en EQUC permite la deteccién de
microorganismos con diferentes requerimientos nutricionales, tiempos de
incubacion y requerimientos atmosféricos. La condicion que favorece el
crecimiento de bacterias acido lacticas parece ser particularmente util, lo que

sugiere la importancia de estos microorganismos en la microbiota urinaria.

60



En el presente trabajo, se detectaron 43 géneros bacterianos diferentes y 66
especies por EQUC. Otros autores, utilizando la misma técnica en mujeres
asintométicas y con patologias urolégicas (vejiga hiperactiva, incontinencia
urinaria) han detectado 35 géneros bacterianos diferentes y 85 especies (Hilt et
al., 2014). En 2016 Price y su equipo evaluaron técnicas para detectar
microorganismos en 150 mujeres (75 asintomaticas y 75 con sintomas de ITU) y
encontraron mediante EQUC 182 especies bacterianas: 110 en muestras con
ITU y 72 en muestras sin ITU. Con la técnica de UE detectaron solo el 33% de
los 182 microorganismos, completando un total de 16 géneros bacterianos
distintos y 23 especies (Price et al., 2016).

Los hallazgos de estos estudios sugieren que el EQUC es capaz de proporcionar
informacion complementaria a la técnica de UE para conocer la microbiota
urinaria. En nuestro trabajo se observo significativamente el doble de
recuperacion de microorganismos en varones (tanto sintomaticos como
asintomaticos) con EQUC respecto a la técnica de UE. Esto concuerda con lo
reportado por Bajic y colaboradores, que la técnica de EQUC podria ser
especialmente (til para evaluar la microbiota urinaria en varones (Bajic et al.,
2020).

En el grupo de pediatria se observé mayor crecimiento de microorganismos en
EQUC en aquellos asintomaticos, mientras que no hubo diferencias entre ambas
técnicas en los sintomaticos. Esto apoya la utilidad de la técnica de EQUC para
el estudio de la microbiota urinaria, sin un aporte significativo al diagndéstico de
ITU.

En el caso de los pacientes con sospecha de ITU el resultado debe ser

interpretado segun el contexto clinico para evitar sobrediagnosticos, sobre todo
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con algunos microorganismos de dudosa patogenicidad (Price et al., 2016;
Coorevits et al., 2017).

Los resultados obtenidos en éste estudio respaldan el concepto de que la orina
no es estéril y presenta una microbiota urinaria tanto en individuos sanos como
en pacientes con sospecha de ITU u otras patologias urolégicas como ha sido
reportado previamente (Wolfe et al., 2012; Hilt et al., 2014). Staphylococcus spp
y E.coli fueron los géneros bacterianos méas frecuentes en nuestro estudio,
seguidos de E. faecalis, Proteus spp y Streptococcus spp.

En los individuos asintométicos Staphylococcus spp fue significativamente mas
frecuente sugiriendo un posible papel protector. Su alta prevalencia en esta
poblacion cuestiona su rol patogénico en el tracto urinario. Esto concuerda con
lo reportado en un estudio para mapear la microbiota urinaria de poblacién sana,
que detectaron como género mas prevalente Staphylococcus spp (S.
epidermidis) (Coorevits et al., 2017). En nuestro trabajo se identificaron 12
especies diferentes de Staphylococcus spp, siendo S. epidermidis la mas
frecuente. No se detectd S. aureus entre las muestras de este estudio. Esta
especie es un patégeno poco frecuente del tracto urinario y forma parte de la
microbiota de la piel en humanos (Flores-Mireles et al., 2015).

El principal agente etiol6gico de las ITU es E. coli, independientemente de la
edad o sexo. En nifios con ITU los patégenos mas comunes, detectados
utilizando secuenciacion fueron E.coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P.
aeruginosa y E. faecalis (Lemberger et al., 2021). En adultos con ITU el principal
uropatdgeno es E.coli (75%) seguido de K. pneumoniae (6%), S. saprophyticus
(6%) y E. faecalis (5%), y otros en menor porcentaje: P. mirabilis, P. aeruginosa,

S. aureus y Candida spp (Flores-Mireles et al., 2015, Khasriya et al., 2013; Veron
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et al., 2015; Haiko et al., 2016; Oros et al., 2020). En nuestro estudio, los
principales microorganismos detectados en pacientes sintomaticos fueron E.
coli, E. faecalis, Staphylococcus spp y Klebsiella spp. La asociacién de E. coliy
Klebsiella spp con la presencia de sintomatologia refuerza su importancia como
patégenos urinarios.

En éste trabajo se observd mas riqueza de bacterias en la orina de pacientes
asintométicos respecto a los sintométicos. No se encontraron diferencias
significativas entre los microorganismos aislados de poblacion pediatrica y
adulta, sugiriendo que la edad podria no ser un factor determinante en la
microbiota urinaria (Wolfe et al., 2012; Coorevits et al., 2017). Cabe destacar que
en éste estudio no se incluyeron recién nacidos y lactantes pequefios, en quienes
podria especularse que hubieran diferencias en la microbiota urinaria.

En los 50 individuos pediatricos encontramos con mayor frecuencia
Staphylococcus spp, E. coli y E. faecalis.

Kinneman y colaboradores evaluaron muestras de orina de 85 nifas/nifios
(asintométicos y menores de 4 afios) y los cinco géneros predominantes
utilizando secuenciacion fueron Prevotella spp, Peptoniphilus spp, Escherichia
spp, Veillonella spp y Finegoldia spp (Kinneman et al., 2020). Otro estudio
realizado por Kassiri y colaboradores en varones de 3 meses a 8 afios de edad
(con procedimientos urolégicos electivos) no revelaron predominio de ningun
género bacteriano en particular, aunque la mayoria de las muestras de orina
mostraron mediante secuenciacion la presencia de Staphylococcus spp vy
Varibaculum spp (Kassiri et al., 2019).

En la poblacion adulta de nuestro estudio se encontraron con mayor frecuencia:

Staphylococcus spp, E. coli, E. faecalis y Streptococcus spp. El género
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Corynebacterium spp se aislé solamente en la poblacion adulta, que también fue
reportado por Kustrimovic y su equipo (Kustrimovic et al., 2024). Otros autores
detectaron en adultos los géneros bacterianos mencionados y en menor
proporcién Prevotella spp, Citrobacter spp y Lactobacillus spp (Chorbinska et al.
2023; Kustrimovic et al., 2024).

Una limitante de nuestro trabajo fue la identificacion del género Lactobacillus spp.
En la condicion C de EQUC que permite el crecimiento de bacterias acido
lacticas, obtuvimos crecimiento en 120/141 muestras. De éstas so6lo 9 pudieron
ser identificadas como Lactobacillus spp por MALDI-TOF. Las restantes cepas
no pudieron ser identificadas por varios motivos: baja recuperacion de los
aislamientos criopreservados a -80°C; la base de datos de MALDI-TOF puede
no contener perfiles espectrales para todas las especies de Lactobacillus spp;
presencia de contaminantes en las placas de la condicién C que alteraron los
resultados; susceptibilidad de este género por los procesos de congelacion y
descongelacién que alteran el patron proteico afectando los perfiles espectrales
e insuficiencia de la biomasa bacteriana en el medio de cultivo que resultdé en
espectros de baja calidad. Varios autores han detectado Lactobacillus spp en
individuos sanos y con sintomas de tracto urinario (Hilt et al., 2014; Pearce et al.,
2014; Thomas-White et al., 2018; Price et al., 2020; Jacobs et al., 2021). Estos
microorganismos se han encontrado principalmente en la microbiota urinaria de
mujeres sanas, sobre todo en mujeres premenopausicas. Observaron que se
trata de un género dominante en aproximadamente el 45% de las muestras de
orina de mujeres sin sintomas urinarios. La presencia 0 ausencia de

Lactobacillus spp por si sola no es indicativa de salud o enfermedad, sino que
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es parte de un ecosistema microbiano complejo cuyo balance puede influir en la
salud urogenital (Pearce et al., 2014).

Los microorganismos encontrados con mayor frecuencia en mujeres fueron
E.coli, Staphylococcus spp y E. faecalis. E. coli fue significativamente mas
frecuente en mujeres, consistente con la mayor incidencia de ITU en mujeres
reportada en la literatura, siendo el patdégeno méas comun adquirido y
responsable del 85% de los casos (Erdem et al., 2018). Otros autores ademas
incluyen en la microbiota urinaria femenina: Lactobacillus spp, Gardnerella spp,
Prevotella spp, Corynebacterium spp, Sneathia spp, Streptococcus spp,
Aerococcus spp, Alloscardovia spp, Anaerococcus spp, Bifidobacterium spp,
Finegoldia spp y Klebsiella spp (Kustrimovic et al., 2024).

En varones los géneros mas frecuentes detectados fueron Staphylococcus spp
y E. faecalis. Kustrimovic y colaboradores identificaron éstos microorganismos
en varones junto con Corynebacterium spp y Streptococcus spp (Kustrimovic et
al., 2024). La prevalencia de bacteriuria es muy variable entre los sexos y durante
la vida. Las mujeres presentan mayor heterogeneidad de géneros bacterianos
respecto a los varones. La infancia es el unico periodo de la vida durante el cual
los varones tienen un riesgo mayor de bacteriuria e ITU que las mujeres. Durante
la edad adulta, la prevalencia de bacteriuria es mayor en las mujeres y aumenta
con la edad en los varones o durante el embarazo en las mujeres. La diferencia
en la incidencia entre mujeres y varones disminuye en los adultos mayores y
ambos sexos pueden tener infeccion recurrente después de los 85 afos
(Deltourbe et al., 2022).

Otro aspecto que ha cobrado relevancia para comprender la patogenia de ITU

ha sido la deteccion de bacterias intracelulares. Estas han sido detectadas en
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pacientes con ITU u otras patologias uroldgicas. Pero, hasta nuestro
conocimiento, no hay reportes de la deteccion de bacterias intracelulares en
personas asintomaticas como parte de la microbiota urinaria.

En este trabajo, reportamos por primera vez la presencia de bacterias
intracelulares en la vejiga de personas asintomaticas, asi como en pacientes con
sintomas de ITU. Aunque existe una asociacion significativa entre la presencia
de bacterias intracelulares y mujeres con sintomas urinarios, pudimos detectar
bacterias intracelulares en los otros grupos, incluidas las personas
asintomaticas.

En nuestro estudio, Staphylococcus spp fue el género més frecuente detectado
intracelularmente en el grupo asintomatico, tanto en mujeres como en varones.
Este género también se detect6 extracelularmente en la mayoria de estos casos,
respaldando el concepto de Staphylococcus spp como un microorganismo
saludable en mujeres y varones, viviendo intra o extracelularmente.
Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativo clasicamente se
consideraban patdgenos extracelulares. Pero en la ultima década, se demostro
su capacidad para internalizarse en células fagociticas y no fagociticas, y ahora
se aceptan como patoégenos intracelulares facultativos (Watkins & Unnikrishnan,
2020; Bogut & Magrys, 2021). Su presencia se ha evidenciado en células del
epitelio respiratorio, piel y células 6seas como osteoblastos y osteoclastos. Hasta
donde sabemos, no se ha descrito dentro de células de la vejiga. Algunas de las
bacterias intracelulares son variantes de colonias pequefias, con un estado
metabodlico quiescente y una respuesta inmune reducida que aumenta su

capacidad para persistir en el huésped (Bogut & Magrys, 2021).
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E. coli ha sido detectada intracelularmente produciendo CBI, lo cual esta
relacionado con la alta recurrencia de la infeccién (Rosen et al., 2007; Robino et
al., 2013; Robino et al., 2014b; Dikshit et al., 2015). En este estudio, E. coli fue
la bacteria intracelular més frecuentemente detectada y su presencia se asocio
estadisticamente con ITU, principalmente en mujeres.

Otro microorganismo detectado intracelularmente fue S. maltophilia, que se
asocio significativamente con el grupo de varones sintomaticos. Esta bacteria es
un bacilo Gram-negativo y se considera un agente nosocomial emergente, que
causa principalmente infecciones del tracto respiratorio. En los ultimos afios, se
ha reportado como agente de ITU en casos particularmente graves, como en
pacientes con inmunocompromiso, catéter permanente, tratamiento antibiético
prolongado y estadia prolongada en cuidados intensivos. Puede formar biofilms
que podrian vincularse con un aumento en la resistencia antimicrobiana, junto
con la resistencia reportada de S. maltophilia. La presencia de S. maltophilia
intracelular podria servir como reservorio para ITU, ya que detectamos la
presencia de este microorganismo en varones sintomaticos que no son
detectados por el urocultivo estdndar. En particular, los casos que tenian S.
maltophilia intracelularmente eran pacientes con anomalias uroldégicas como
constricciéon uretral, que eran atendidos regularmente en un centro de salud y
estaban expuestos a diferentes procedimientos urolégicos (Robino et al., 2024).
Otro patogeno que puede invadir las células epiteliales de la vejiga es E. faecalis.
Se informo que los mecanismos que conducen a la internalizacion son diferentes
alos empleados por E. coli. En particular, la invasion de E. faecalis esta asociada
con la actividad hemolitica y su capacidad de formar biofilms (Ognenovska et al.,

2022). La formacion de biofilms en E. faecalis es una de las causas de
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infecciones urinarias asociadas a catéteres (CAUTI) (Nicolle, 2005). En
cateterizacion a largo plazo, se reporté la presencia de infeccion polimicrobiana
y E. faecalis fue una de las primeras especies en colonizar el catéter urinario.
También se informé que la co-ocurrencia de P. mirabilis/E. faecalis es una de las
mas prevalentes y persistentes en CAUTI (Gaston et al., 2020). Ademas, en el
presente trabajo, pudimos observar un caso de co-invasion con E. faecalis y P.
mirabilis confirmando los hallazgos de que estos dos microorganismos co-
colonizan en humanos, forman una fuerte asociacién de biofilm y viven dentro de
la célula eucariota. E. cloacae no es muy frecuente en ITU, pero es parte del
grupo CESP (Citrobacter, Enterobacter, Serratia y Providencia) responsable de
graves problemas de salud y asociado con altas tasas de resistencia a
antibiéticos. Un aspecto interesante de este género son las altas tasas de co-
infecciones con otros patégenos reportadas en infecciones hepaticas y
pulmonares (Dos Santos et al., 2015). Aqui, reportamos una co-ocurrencia
intracelular de E. cloacae y E. coli en una mujer con ITU e infeccién por E. coli
reportada por técnica UE. Hasta ahora, este es el primer reporte de la presencia
de E. cloacae intracelularmente. Los dos casos que se reportaron aqui
pertenecen a dos mujeres con sintomas de ITU.

En éste estudio hemos contribuido al conocimiento de la microbiota urinaria,
tanto intra como extracelular, en poblacion de individuos asintométicos y
sintomaticos. Una de las limitantes en el estudio de la microbiota es que solo
estudiamos microorganismos cultivables. La integracion de técnicas de
secuenciacion de préxima generacion podria proporcionar una vision mas
completa de la diversidad microbiana, incluyendo microorganismos no

cultivables. Sin embargo, una desventaja de los estudios del microbioma del
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tracto urinario realizados hasta la fecha es que la abundancia y la composicién
de los microorganismos en el tracto urinario son relativas y se basan en el
namero total de lecturas de secuencias, que pueden variar ampliamente de un
individuo a otro. En el futuro, uno de los desafios sera medir las abundancias
absolutas de especies no cultivadas especificas en estudios epidemioldgicos
méas amplios y evaluar los riesgos potenciales que plantea la colonizacion del
tracto urinario con diferentes especies 0 subconjuntos bacterianos (Kline &
Lewis, 2016).

Es importante destacar que este campo de estudio es relativamente nuevo y en
constante evolucion. Se necesitan mas investigaciones para comprender

completamente el papel de la microbiota urinaria en la salud y la enfermedad.

7. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona evidencia de la naturaleza de la microbiota urinaria y
desafia algunos conceptos tradicionales sobre las ITU. Los hallazgos sugieren
la necesidad de un enfoque mas apropiado en el diagndstico y tratamiento de las
infecciones urinarias, considerando no solo la presencia de patdégenos
conocidos, sino también del equilibrio general de la microbiota.

El aumento de la resistencia antimicrobiana nos obligara a mejorar los métodos
de diagndstico y tratamiento. Los resultados obtenidos sugieren que la técnica
de UE (“gold standard”) es adecuada para el diagnéstico de ITU en la mayoria
de los casos pero no es suficiente para conocer la microbiota cultivable que
habita en el tracto urinario. Se sugiere realizar la técnica de cultivo de EQUC

para indagar en la riqueza de la microbiota urinaria.
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El método de cultivo de bacterias intracelulares desarrollado podria ser una
técnica a implementar para algunos pacientes particulares y para el estudio de
la microbiota urinaria. Una limitante de este método es que solo se utilizé un
medio de cultivo y una condicidbn de incubacion para recuperar bacterias
intracelulares. Como adn no se ha evaluado, una gran mejora podria ser usar
otros medios y condiciones anaerbbicas, asi como secuenciar todas las
bacterias intracelulares.

Ademas, surgen nuevas preguntas ya que las personas sanas tienen bacterias
intracelulares, la mayoria de ellas Staphylococcus spp: ¢son estas bacterias
intracelulares protectoras contra otros microorganismos uropatégenos?, ¢,como
controlan estos reservorios las personas sanas con microorganismos
intracelulares?, ¢podrian las nuevas estrategias que promueven el control de
estos microorganismos intracelulares prevenir las ITU?.

Para responder estas preguntas se necesitan estudios prospectivos clinico-
microbiologicos y también investigacion del urobioma con métodos no
dependientes de cultivo como la secuenciacion del gen ARNr 16S. Los
resultados de este estudio tienen implicaciones significativas para el diagnéstico
y tratamiento de las ITU. La detecciébn de una microbiota urinaria diversa en
individuos asintométicos, asi como la presencia de bacterias intracelulares,
sugiere que es necesario reconsiderar los enfoques diagndsticos actuales. El
uso de la técnica EQUC y la busqueda de bacterias intracelulares podrian
mejorar la precision diagnodstica. Ademas, el conocimiento de la microbiota
urinaria en personas sanas podria llevar al desarrollo de terapias probiéticas o a

enfoques que busquen restaurar el equilibrio microbiano. Esto resultaria en
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tratamientos mas efectivos y en una reduccion del uso innecesario de

antibiéticos, contribuyendo a combatir la resistencia antimicrobiana.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de crecimiento de

microorganismos en las técnicas de urocultivo

Se indica numero de muestra (n=141, la muestra
84 fue descartada) y el crecimiento de
microorganismos en cada técnica segun la

siguiente referencia:
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Anexo 2. Tabla de aislamientos y especies bacterianas identificadas en todos los

individuos

N°muestra | Situacion | Aislamientos| Especies id UEId1 UEId2 |EQUCA.Id1|EQUCA.Id2| EQUCA.1d3 | EQUCA.Id4 | EQUCB.1d1 | EQUCB.Id2 |EQUCB.1d3 EQUCC.Id1 | EQUCC.Id2 | EQUCC.Id3
1 1 4 ) Microcecus lutzus A Micrococus lureus SA A 1 8l Micrococus Jutzus | Bacillus pumilus A A A
2 1 7 4 S epidermigis  (Bocillus aititudinis A 5. epidermigls | 5. haemolyticus 1 . capitis 5 haemalyticus | 5 haemalyticus A A A
3 1 ] 3 5 capiti A Sconniisp urealytic | S.capitis | Corynebacterium fren | Corynebacterium coyl | §. hoemolyticus SA A A A A
4 1 4 1 5. haemalyticus A 5. haemalyticus 5 A s 8l Corynebacterium sap Sh A A A
3 1 4 1 Morganefla morganii E foecolis  |Morgangllo morganii| € faecatis A s A 5 A A A A
] 1 7 5 Corynebacterium aori | $ Jugdunensis  Corynebactenium auni| 5. lugdunensis § epidermidis 5 haemalyticus E coli S S SA A A
7 0 8 5 E coli E foecalis | 5 hasmalyticus £ faecalis £ coli 5 epidermidis £ coli 5. condementi SA SA A A
§ 1 5 4 5 caproe SA § caprag 5. lugdunensis SA SA $ capitis 5. condimenti SA S SA SA
9 1 2 1 E col SA E coli 3 A SA A 3 SA SA A A
10 1 0 0 5 SA A 3 A SA A 3 SA SA A A
1 1 1 1 5 SA SA A SA SA § haemolyticus A SA SA A A
12 1 3 1 $ agaloctive SA § agalactive 5A 54 54 5. agalactive 5A 54 54 A A
1 1 0 0 8l SA SA A SA SA SA A SA SA A A
14 1 2 2 S hominis SA SA A SA SA E coli A SA SA A A
15 1 3 3 8l SA SA SA 54 54 § capitis Streptococeus angino | Nefsseria flava 54 SA SA
16 1 7 4 £. foecalis A £ foecolis S epidermiis | 5 haemolyticus A . coli . fugcalis sA E. fugcalis SA SA
17 1 7 3 £. foecalis § epidermidis £ foecolis S epidermiis | 5 haemolyticus A sA SA sA Streptococcus onging | Streptococcus mitis SA
18 1 ) 1 £. foecalis A £ foecolis SA sA A sA SA sA A SA SA
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0 1 5 3 5 epidermidis 5 haemalptices | 5. epioemidls | S hoemolyticus A A A SA A Streptococcus onging A A
B 1 ] 4 E ool 5. haemalyticus £ ol § hoemolytics | Fusohactenium Compylohacter A 5 A i1 A A
pL 1 3 1 5. haemalyticus A 5. haemalytiucs 5 A A . faecatis 5 A i1 A A
5 1 3 3 5 A A 5 A s Pseudoglutamicibacter 5. capitis $ epidermidis NI A A
bl 1 3 1 S hagmalyticus SA 5. hagmalyticus 54 SA SA £ fagealis 54 SA SA A A
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N'muestra | Situacion |Aislamientos| Especies id UEId1 UEId2 |EQUCA.Id1|EQUCA.Id2| EQUCA.Id3 | EQUCA.Id4 | EQUCB.1d1 | EQUCB.Id2 [EQUCB.1d3 EQUCC.Id1 | EQUCC.1d2 | EQUCC.Id 3
0 1 i} ] 5. hoemalyticus 5 lugdunensis | 5 lugdunensls | 5. haemolyticus SR SR E.faecalis 5 lugdunensis A %A %A ]
i1 1 0 0 5 A # # # # # A # 54 A A
i 1 8 4 S hoemolyticus | cohmis ureolyticuy & hoemalyticus | S lugdunensis 5. capitis 5 cohnis ureolyticos | . lugdunensis S, cahnis ureolyticus S SA A SA
3 1 ] ] 5 SA 5 womeni 5. epidermidis 5A 5A Fackiamia hominis SA S SA SA 5A
U 1 0 0 5 A A A A S A A 4 A A
kN 1 4 4 5 %A . haemalyticus SR SR SR S haemolyticus | Corynebacterium spp %A %A ]
Ll 1 3 3 5§ A S haemolyticus | S, epidermidis A A 5, epidermidis E. fagcalis A . fuecalis 1 )
3 1 0 0 5 SA S k) k) S S A S SA A SA
B 0 0 0 8 4 A A k1) A £l A 34 £l 4
3 1 1 1 5 A A A S S pettencofed A b1 54 A A
40 1 1 1 5 SA 5A 5A 5A 5 5 5 Streptococcus anging 5 ]
| 1 3 2 A # # # P mirabills £ cal S E cal A A
4 0 3 1 SA k) k) S S A S E coli S SA
4 1 ] 1 5. hosmalyticus SA $ haemolyticus | Artrabacter spp 5A 5A SA S SA 5A S 5A
4 1 1 1 5 SA Antrobacter s0p 5A 5A 5A 5A S 5A Streptococcus anging S 5A
4 1 b 4 Acingtobacter wofi | 5. haemolyticus 5 5. ho=malyticus 5A 5A Fxiquobacterium sop P. miratilis 5 3A 5 ]
46 1 1 1 5. haemalyticus A . haemalyticus 5A 5A 5A %A %A %A %A %A 3
4 1 b 4 5. hoemalyticus A S haemolyticus | & epidermidis 5A A Streptococcus songui . tloacae A 5. epidermiis s 3

1 4 3 5 SA 5A 5A 5A 5A P. miratilis E. jagcalis 5 hogmalyticus | 5 hoemoyticus SA 5A
49 1 1 1 £l £ £ £ b1 £ b1 54 £ 4
30 1 4 3 P mirabili SA 5A 5A 5A Streptococcus anging | 5. epidermidis A A S 5
3l 1 li 4 P mirabili 5, epidermids 5. epidermidis SR SR 5. epidermidis Micrococcus lutes A Streptococcus conste %A ]
32 1 9 3 5. hoemalyticus E.col Sepidermidis | S ho=malyticus A $, haemalyticus E. ol A S, hasmalyticus )
3 1 1 1 5 SA k) k) 5 E coli S S SA A SA
5 1 1 ] 5. hagmolyticus 5. ho=malyticus 5A 5A E faecalis E aalf S SA 5A
5 1 4 1 A A A S E.cali A A £ call A A
36 1 1 1 5 A A M M # A A A £ faecalis A A
37 1 ] 3 5§ A § posteuni Bacillus fleius §. lugdunensis E ool E. fagcalis A A 1 )
38 1 1 1 5 SA 5. haemalyticus k) k) S S A S SA A SA
by 1 0 0 8 4 A A A k1) A £l A 34 £l 4
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N‘muestra | Situacion | Aislamientos|Especiesid] ~ UE 1d 1 UE.Id2 |EQUCA.1d1|EQUCA.1d2| EQUCA.1d3 | EQUCA.Id4 | EQUCB.Id1 | EQUCB.Id2 [EQUCB.Id3 EQUCC.1d1 | EQUCC.1d2 | EQUCC.1d3

1 1 g 5 P. wigori (. Koseri P wigaris (. Noseri 5 haemalyticus i) Marganells morgamii i) £ faecali ) )
i 1 4 1 5 epidermii Shomins | S enidermidis | S haminis 5 i) ) ) i) ) ) i)
63 1 4 ] ) Poenibacilus spp | S hoemolicus | 5 condmenti i) ) ) i) ) ) i)
fd 0 1 1 S E ol S W S i S S i i S
i} 1 4 ] ) Ffoecals | S eidenmidis | Microcous luteus ) ) ) ) ) ) )
i 1 | 1 5 S . faecalis S W S S S S S i S
67 0 | 1 5 S £ faecalis S W S S S S S i S
68 0 | 1 5 S 3 haemolyticus S W S S S S S i S
64 0 0 0 5 S S S E S 5 S S 5 H S
) 0 1 1 5 S 3 haemolyticus S E S 5 S S 5 H S
n 1 0 0 § S S S E S 5 S S 5 H S
J 1 0 0 § S S S E S 5 S S 5 H S
7 0 1 1 5 S S E S 5 S S 5 H S
! 0 1 1 Bcils suptis % % ] % ) % 5 ) % %
7 0 1 1 5 aguinctioe ) 5 ogalactoe ) ) ) ) ) i) ) i) )
7 1 ] 1 5 epidemids ) S epidermidis | €. foecalis ) ) ) ) i) ) i) )
i 1 0 0 X SA S S E) S S SA S S £ S
7 0 4 3 Mrinewbocter oioresizensy.  SA Ecol  |etobacter rodioresis| X pneumanice ) ) ) ) ) ) )
i 0 1 1 X SA 3. maltophila S E) S S SA S S £ S
)] 0 0 0 X S S S ) S S S S S S S
0 1 1 X S E. foeealis S ) S S S S S S S

& 1 0 0 X S S S ) S S S S S S S
) 0 1 1 Preudomanas aenuginesn S [eudomonas ceruging ) ) ) ) ) ) ) i) )
8 0 1 l 5 S S S S S S S S S
] 0 0 0 5 S S S S S S S S S g S
&7 0 l l ) ) ) ) % ) ) ) s magatenion ) )
i 0 1 ] E ol 5. epioemids §. epidermis % ) ) ) E ool )
i 0 3 b ) ) ) % ) S epidermidis | Ravertello Ormitin! ) )
50 0 0 0 % A S i W i i A S i i i
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N°muestra | Situacion |Aislamientos| Especies id UE1d1 UEId2 |EQUCA.Id1|EQUCA.Id2| EQUCA.Id3 | EQUCA.Id4 | EQUCB.1d1 | EQUCB.Id2 [EQUCB.I1d3 EQUCC.Id1 | EQUCC.1d2 | EQUCC.1d 3
51 0 ] 3 . coli 5 £ coli 5 5 5A K pruemonioe | Corynebacterium col 5A . coli ) o
% 0 b 2 K. varicaln ¥ prevmonioe | X varicalp K. preumonize 5 5A K. preumonize ) 5A K pruemanize ) i)
5 0 2 1 E colf A E. coli A A A A A A A A A
M 1 1 1 5. epidermidis A A A A A A A A A A A
9 1 0 0 5 A A A A A A A A A A A
i 0 3 1 5 hoemalyticus 5 § hoemalyticus 5 5 %A 5 ) 5A ) )
9 0 0 0 5 A A A A A A A A A A A
% 0 ] 3 i 5 ) 5 5 %A . fazcall 5 oralis 5A . foeca Sorals  |Pseudomonas atiticis
5 0 4 1 K. pneumanioe 5 K. pneumanioe 5 5 5A 5 ) 5A K pneumanioe 5 anginosts )
100 0 b 4 K. pneumanioe 5 K. pneumanioe 5 5 5A K. pnuemonioe ) %A P hauseri . coli F. focalis
101 0 I 4 M. morgoni E ool M. morgani E ool 5 5A K. pneumanice 5A M. morganii ) )
102 0 ] 1 P mirobili A A A A A A A A A
10 0 ] 1 . coli 5 E ool 5 5 5A ) 5A . coli F. fagcalis )
104 0 ] 1 . coli 5 E ool 5 5 5A ) 5A . coli Bifidobacterium long )
105 0 I ] E ol P. mirabili . coli P. mirgbi 5 ) P mirabili ) E.coli oW G
106 0 b 5 5 capitis 5 agloctioe 5 agloctioe 5 5A ) 5A ) )
107 0 4 1 E colf 54 54 54 SA A SA A A
108 0 4 1 P mirobili 54 54 54 SA A ] E. colf A A
109 0 4 2 E cloacge S E. cloocae S S S ) %A . coli W L)
10 0 ] 1 K. pneumanioe 5 ¥ pneumanioe 5 5 5 K. pneumonioe ) 5 5 ) )
1 0 2 1 E coll A £ col A A A A A A A A A
1 0 ] 1 E coll A £ coli A A A A A A £ coli A A
113 0 2 1 K. pneumanige i . pneumanioe i i 5 i ) 5 5 ) )
14 0 4 ] E coll A Ecoff A A A A A A A
113 0 2 1 E coll A £ col A A A A A A A
116 0 ] 1 E coll A £ coli A A A A A A A
107 0 ] ] §. simulans E.coli 3. simulons E.coli Micrococcus luteus SA W SA )
118 0 4 2 A P. mira A A A A A A
119 0 ] 2 A £ coli A A A i A A i A
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N°muestra | Situacion |Aislamientos|Especiesid| ~ UE.Id1 UEId2 |EQUCAId1|EQUCA.1d2| EQUCA.Id3 | EQUCA.Id4 | EQUCB.Id1 | EQUCB.Id2 [EQUCB.Id3 EQUCC.Id1 | EQUCC.1d2 | EQUCC.1d3
120 0 2 1 Ea A A A A A 4 3 4 4 A
121 0 4 1 Ea A A A A A 4 3 fo A
¥ 0 4 2 5. saprophyticus 5 5. soprophytices 5 5 5 0 ) G § sapraphyticus 5
bk 0 0 0 i A 3 A A A A 4 3 4 4 A
14 0 4 1 P mirabi ) P. mirahils W ) ) ) ) 5 P. mirg )
12 0 2 1 Ea A A A A 4 3 4 4 A
126 0 5 i E.co Weglsellg wiosa ) ) ) 5 N ) )
127 0 ] 1 Ea A A A 4 3 4 4 A
128 0 3 1 Ea A A A 4 3 A
12 0 ] 1 P.mira A A A A 4 3 4 A
130 0 b 3 Eo E faeca 5 5 0 ) G L crispatus 5
131 0 ] 3 Ea A A A A 4 3 At ; 4 A
13 1 1 1 $ haemolyticus A 3 A A A A 4 3 4 4 A
13 0 0 0 § A 3 A A A A 4 3 4 4 A
13 0 b 3 5 lugdunensis 5 lugdunensis E fuecali 5 5 ) G ) ) 5
13 1 4 3 § haemalyticus 5 . hoemalyticus 5 5 5 0 ) G 5
136 0 2 1 A A A A A 4 3 4 4 A
137 0 1 1 A 3 A A A A 4 3 4 4 A
138 0 1 1 A 3 A A A A 4 3 4 4 A
139 1 0 0 i A 3 A A A A 4 3 4 4 A
140 0 0 0 i A 3 A A A A 4 3 4 4 A
141 0 4 1 erococeus luteus Micrococeus lutets ) ) ) ) 5 ) ) )
iy} 0 2 1 A A A A A 4 3 4 4 A
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