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ANTECEDENTES

El hombre desde su aparicion en el mundo se ha visto aquejado por multiples
padecimientos. Las enfermedades que se presentaban en los primeros Homo
sapiens debieron ser las que aquejaban a sus antecesores; infecciones facilmente
transmisibles y con un periodo de latencia prolongado como son los Herpes virus,
varicela-zoster, treponematosis y el virus de la hepatitis B son los principales
candidatos'. Ademas otros microorganismos se han adaptado de igual manera para
afectarlo. Por ejemplo: la busqueda de parasitos intestinales en momias
prehistoricas en Europa ha revelado la presencia de Ascaris lumbricoides siempre
asociado con Trichuris trichura, mientras que en América precolombina se han
identificado Enterobius vermicularis, Trichuris trichura y Ancylostoma spp, pero
nunca A. lumbricoides, se postula que este parasito se adaptdé al hombre después
de los periodos glaciales durante los cuales se coloniz6 América a través del
estrecho de Bering".

De igual manera las actividades humanas han sido determinantes importantes en
muchas enfermedades infecciosas. La agricultura, el almacenamiento de granos y
cereales ademas de la domesticacion de animales trajo consigo las zoonosis por
roedores y animales domeésticos; al implementar el sistema de division del trabajo
aparecieron grupos vulnerables para ciertos padecimientos por ejemplo los mineros
para la tuberculosis (via silicosis), las prostitutas y los soldados para las

enfermedades de transmision sexual, los carniceros para la brucelosis, entre otros?.

Todo esto apunta a que las enfermedades que nos aquejan estan fundamentalmente
ligadas a nuestro modus vivendi y aunque hemos desarrollado un considerable
repertorio quimico para combatir a los microorganismos y se han erradicado algunas
enfermedades, la prolongacion de la esperanza de vida, la apariciéon de las
inmunodeficiencias adquiridas y no adquiridas; sumado a estados de menor
resistencia secundarios a procesos de cirugia mayor, procesos cancerosos post-
radio/quimioterapia o sobrevivientes de politraumatismos anteriormente

considerados mortales, se torna cada vez mas evidente e importante la participacion



de la biota “oportunista” que en otros tiempos y en individuos no debilitados, no
pasarian de ser simples comensales o saprofitos?.

Hasta finales del siglo XXI era usualmente asumido que las bacterias y en general
los microorganismos patdégenos que causan las enfermedades infecciosas se
mantenian vidas unicelulares relativamente independientes, sin comportamientos
cooperativos como los tienen los mamiferos, aves e insectos. No obstante nuevas
investigaciones han demostrado que mucho de lo que hacen estos patégenos lo

hacen en grupos3.

La enfermedad sucede cuando la interaccidén con el agente microbiano resulta en un
proceso patologico para el huésped detonado por factores de virulencia o por la

respuesta inmune sin regulacion por parte del hospedero?.

Esta enfermedad se organiza de acuerdo al sitio anatomico, es decir se clasifican
conforme al érgano o sistema que esta comprometido; en medicina se describen por

lo general los siguientes tipos:

Infecciones de aparato respiratorio

- Infecciones de aparato digestivo

- Infecciones de sistema nervioso

- Infecciones de aparato genitourinario
- Infecciones de sistema cardiovascular
- Infecciones de la piel y tejidos blandos
- Infecciones oculares

- Infecciones osteoarticulares



Dentro de ellas una de las mas frecuentes son las infecciones del aparato
genitourinario, que a su vez se subclasifican en infecciones de tracto urinario (ITU’s)

e infecciones venéreas?.

Las ITU’s son una de las primeras causas por la que los pacientes requieren atencién
médica primaria, encontrandose como la segunda causa de prescripcion de
antibioticos®. Las infecciones de vias urinarias ocurren en todos los grupos etarios;
los picos de mayor incidencia se observan en preescolares, mujeres embarazadas
y ancianos*. Clinicamente las ITU's son consideradas autolimitadas, de caracter
agudo a pesar de la prevalencia de los sintomas después de meses de la infeccidn

primaria’.

Por motivos practicos es razonable clasificarlas basados en las zonas anatémicas
del tracto urinario, la sintomatologia y caracteristicas del paciente, por lo que se

describen 5 tipos*:

ITU no complicada ITU complicada
o Uretritis o ITU febril
0 Cistitis o} Pielonefritis complicada
0 Pielonefritis ITU cronica o recurrente
Sepsis

Tanto cistouretritis como pielonefritis, afectan a una gran parte de la poblacion en el
mundo, repercutiendo de igual manera en la morbilidad y generando elevados costos
médicos. Por ejemplo, en Estados Unidos se gastan cerca de dos billones de ddlares
por afio en su atencion, se estima que por lo menos un tercio de la poblacion
femenina tendra una ITU antes de los 65 afios y que muchas experimentaran mas

de una infeccion por afo®.

El boletin Epidemioldgico de la Secretaria de Salud en México reportd en el 2014 un
total de 1 997 992 casos de ITU y en el 2015 2 007 471 casos; de los cuales 1 545



117 fueron mujeres (76.96%) y 462 300 (23.04%) hombres, y hasta la semana 20
del 2016 se reportaron 358 913 casos en hombres y 1 176 557 en mujeres®. Las
ITU’s se mantienen como las primeras causas de morbilidad a través de los afios y
es muy probable que existan muchos mas casos de los reportados, lo que
representa un importante problema de salud publica nacional y mundial®.Se ha
descrito que con excepcidn de la porcion mas inferior de la uretra, el tracto urinario
es estéril gracias a una serie de mecanismos de defensa inespecificos; entre éstos
cabe mencionar el flujo unidireccional sin obstaculos para la salida de la orina y el
vaciamiento completo de la vejiga; las caracteristicas propias de la orina como los
cambios extremos en la osmolaridad, concentraciones elevadas de urea y el pH bajo
inhiben el crecimiento de algunas bacterias; ademas existen mecanismos de
antiadherencia bacteriana, la motilidad de las vias urinarias y la competencia de la
union ureterovesical, en estas condiciones las vias urinarias se mantienen libres de
infeccion®. Sin embargo, cuando el inoculo bacteriano supera los mecanismos antes
mencionados o cuando existen alteraciones anatémicas y/o funcionales de las vias
urinarias, como son el reflujo vesicoureteral y los cuerpos extranos (calculos y

sondas, tumores) se crean las condiciones para la consecuente bacteriuria®.

El término bacteriuria se refiere a la presencia de bacterias en la orina; sin embargo,
la bacteriuria significativa es aquella en la que el numero de bacterias encontradas
supera la cuenta esperada debida su contaminacidén por el paso uretral. Debe
tomarse en cuenta también la bacteriuria asintomatica, que implica la existencia de

bacteriuria significativa pero el paciente se encuentra sin sintomas®.

Es por ello que se hipotetiza que los patégenos deben desarrollar estrategias para
ser capaces de colonizar y deben vencer las defensas innatas que normalmente
tenemos, no obstante existen situaciones o factores propios del hospedero que
pueden contribuir en el desarrollo de ITU's y podemos englobarlos en cuatro

categorias®:

1. Anormalidades estructurales y funcionales: disrupcién del flujo normal de la
orina producen estasis urinaria. Bajo esas condiciones las bacterias pueden

crecer y dividirse mas facilmente conllevando una carga bacteriana mayor y



promoviendo la adhesion bacteriana. Estas anormalidades incluyen a las
congénitas, quistes y diverticulos, ademas de defectos neurolégicos que

provocan retencion urinaria.

2. Cuerpos extranos: célculos y catéteres urinarios no solo causan turbulencia
urinaria también actuan como soporte de organismos que pueden formar
agregados y biopeliculas. Cuando las bacterias como Pseudomonas
aeruginosa se adhieren a superficies modifican su metabolismo y se
organizan para formar biopeliculas que las protegen de la respuesta inmune
y los antibiéticos. Proteus spp., pueden producir ureasas que provocan en

aumento del pH urinario y predisponen a la formacién de calculos.

3. Anormalidades metabdlicas: la glucosuria en diabetes mellitus y en el
embarazo induce el desarrollo de bacterias en la orina, cambios en el epitelio
urinario que también ocurren durante el embarazo pueden predisponer a

infecciones.

4. Inmunidad comprometida: los pacientes bajo tratamiento con medicamentos
inmunosupresores y los pacientes que reciben un trasplante de 6rganos o de
meédula 6sea tienen un mayor riesgo de sufrir ITU y urosepsis. Los pacientes
con VIH (virus de inmunodeficiencia humana) con y sin tratamiento también

corren un alto riesgo de padecer ITU’s.

Las vias por las cuales las bacterias pueden invadir el tracto urinario son:

ascendente, hematdgena y linfatica*1°.

La via ascendente: En diversas situaciones estas bacterias pueden ascender
hacia la vejiga a través de la uretra, como en el caso de cateterizaciones y actividad
sexual. Una vez que las bacterias alcanzan la vejiga, se multiplican y pueden pasar
a los uréteres, especialmente cuando existe reflujo vesicoureteral. Las mujeres
tienen mayor predisposicion, ya que la uretra es corta y se encuentra en proximidad
con un area vulvar humeda y el area perirectal, lo cual propicia colonizacion de vias

urinarias®1:12,



La via hematdgena: ocurre cuando hay infeccion del parénquima renal con
microorganismos presentes en la sangre. El rindn puede ser un sitio de abscesos en
casos de estafilococcemias o endocarditis. Las bacteremias por gramnegativos
dificilmente dan lugar a pielonefritis, excepto bajo ciertas circunstancias especiales,
como obstruccion del flujo de orina o en pacientes inmunocomprometidos. Esta es
una de las vias que con mayor frecuencia da origen a infeccion urinaria en recién

nacidos*10.

La via linfatica: esta ruta es poco frecuente. Se ha demostrado en
experimentos con animales que existe comunicacion linfatica entre los uréteres y los
rinones, y que una presion incrementada en la vejiga ocasiona flujo linfatico al rifidon.

Comparando las tres vias, la via ascendente se reconoce como la mas frecuente*
10

De las infecciones urinarias, unicamente las que se localizan a nivel renal son
consideradas como causa de complicaciones a largo plazo, tales como hipertension,
proteinuria, toxemia e insuficiencia renal. El diagnéstico oportuno y tratamiento
adecuado son indispensables para evitar el acenso y diseminacion del patégeno y

prevenir estas complicaciones?.

Tradicionalmente se describe que para establecer un diagndstico de ITU se deben
tomar en cuenta signos y sintomas como es el dolor lumbar, ardor al orinar, orina
con olor fuerte, disuria y tenesmo vesical. En los estudios de laboratorio como
auxiliar de diagnéstico se emplea el examen general de orina donde se utilizan como
indicadores de ITU la esterasa leucocitaria y nitritos positivos en el analisis
fisicoquimico, ademas de la observacion microscopica con objetivo seco fuerte (40X)
de bacterias abundantes, mas de 15 leucocitos por campo, también la presencia de
5 0 mas eritrocitos por campo; otorgando una probabilidad de infeccién cercana al
86% 2.

No obstante la presencia de bacterias en orina per se no es un indicativo de ITU, ya
que las variables implicadas en la fase preanalitica hacen imposible asegurar que

las bacterias identificadas en la muestra provienen del tracto urinario y dificultan la



interpretacion. Por lo que las reglas de diagnéstico dependen de la pureza del cultivo

(es decir si son aisladas dos 0 mas especies), y de los microorganismos involucrados

basados en criterios de uropatogenicidad®.

Diferentes tipos de microorganismos han sido agrupados basados en cuatro grados

de patogenicidad y la frecuencia clinica. Por lo que se distinguen cuatro categorias:

a)

Patogenos primarios. Especies que tienen la capacidad de producir ITU en
individuos sin anormalidades de tracto urinario, entre las especies
involucradas tenemos a Escherichia coli uropatogénica (UPEC por sus siglas

en inglés) y Staphylococcus saprophyticus®.

Patogenos secundarios. Especies que rara vez causan infeccion en
individuos sin anormalidades de tracto urinario, pero a menudo aparecen en
ITU intrahospitalarias; especies de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Proteus spp., Morganella morganii, Staphylococcus aureus y Enterococcus

faecalis son algunos ejemplos®.

Patogenos dudosos. Son normalmente flora de la piel y especies que algunas
veces se aislan de cultivos de pacientes hospitalizados. El significado clinico
solo es relevante si se aislan de muestras obtenidas por puncién suprapubica,

incluso aunque se trate de especies de estafilococos coagulasa negativa®.

Flora uretra-genital. Son especies catalogadas como flora normal residente
de la piel y cercanias de la uretra. Aparecen en muestras que no fueron
colectadas adecuadamente. La susceptibilidad antimicrobiana solo se realiza
en estas especies en casos muy especiales. Este grupo existe para detallar

la interpretacion clinica y para minimizar falsos positivos®.

El principal agente etioldgico de ITU’s es UPEC, provoca entre 60 - 90 % de ITU’s

adquiridas y aproximadamente 50% de las nosocomiales®. UPEC pertenece a uno

de los patotipos de las llamadas Escherichia coli extraintestinales patogénicas

(ExPEC, por sus siglas en inglés), que producen bacteremia, septicemia, meningitis



e ITU, estas cepas se caracterizan por producir infecciones cuando se encuentran

fuera del intestino™3.

La pérdida o ganancia de elementos genéticos méviles son los responsables de la
habilidad de E. coli para producir una amplia gama de enfermedades. El nucleo del
genoma de E. coli que comparten todas las cepas representa aproximadamente
2000 genes, mientras que el pangenoma supera los 10 000. Cada cepa de E. coli
contiene en promedio 4 800 genes; es la composicién especifica de los genes
adquiridos horizontalmente lo que establece su habilidad para causar una

determinada enfermedad y ser definida asi como un patotipo determinado’®.

Los patotipos de E. coliresiden en el intestino humano inofensivamente sin embargo,
cuando acceden a otros sitios anatdmicos se convierten en una causa importante de
morbilidad y mortalidad como consecuencia de una ITU agresiva ascendente; estas
cepas poseen la habilidad poco comun de modificar su comportamiento desde un
comensal inofensivo en un medio prolifero a un patégeno virulento en un medio

nutricionalmente limitado.

Estos patotipos requieren de factores de virulencia que le permitan evadir los
mecanismos de urodinamia y defensa innata del tracto urinario para poder persistir
en él. Estos factores de virulencia los podemos agrupar en las siguientes

categorias*:

Adhesinas: moléculas especiales para la adherencia a superficies bidticas o
abidticas, entre las principales se encuentran fimH, papG y dr.

Toxinas: tienen funciones diversas, entre las principales es hlyA, sat, cdt y CNF-1.
Evasores de la respuesta inmune: la capsula que producen algunas cepas de E. coli
y la produccién de biopeliculas son excelentes ejemplos.

Proteinas recapturadoras del hierro: fyuA, ireA, ironN y chuA son proteinas
altamente especializadas en la captura del hierro en el ambiente urinario ya que es
un recurso escaso en él.

Otros: estos factores involucran el quorum sensing, los flagelos, y otros que

contribuyen activamente en la colonizacion del tracto urinario.



Los mecanismos por los que suceden las infecciones son muy complejos, ya que
debido la respuesta inmune del hospedero y a la virulencia de la cepa involucrada

inducen cambio en los morfotipo (formas bacilares, filamentosas o cocoides)’: °.

Para explicar los cambios metabdlicos que ayudan a la supervivencia bacteriana al
cambiar de microambiente Croxen y Finlay en 2010 plantearon que los niveles de
algun metabolito intracelular controlan la expresion de genes que codifican enzimas
no relacionadas con la obtencion de energia, o que implica que la deteccién de
nutrientes podria ser un indicador para la bacteria de que se encuentra en un medio

distinto al intestinal3.

Los mecanismos de deteccion de nutrientes tienen sistemas reguladores de
transduccion de sefales de dos componentes, que contienen un sensor
transmembranal tipo cinasa y un factor de transcripcion regulador de respuesta afin,
de esta manera las bacterias pueden coordinar la expresion genética en respuesta
a un estimulo externo especifico’™. En UPEC la disrupcion del sistema de dos
componentes QseBC disminuye la virulencia dentro del tracto urinario alterando el
flujo de fuentes de carbono en las vias centrales, lo que afecta negativamente en la
expresion de multiples adhesinas que estan envueltas en la colonizacion de las
células uroteliales. Consistentemente con esto, Alteri y Mobley demostraron que
en un medio bajo en carbohidratos pero rico en pequenos péptidos y aminoacidos
como es la orina; las cepas con defectos en el transporte de péptidos,
gluconeogénesis o ciclo de acidos tricarboxilicos, no colonizan efectivamente el

tracto urinario del hospedero’®.

Durante el proceso patogénico de las ITU’s en modelos murinos, se describen cinco

pasos para la formacion de CBI'® (Figura 1):

1. Adherencia del uropatégeno de manera especifica a un receptor de

membrana del uroepitelio.

2. CBI aparecen inicialmente como formas bacilares pobremente organizadas

con un tiempo de replicacién de aproximadamente 30 minutos.



3. Entre las 6 y 8 horas post infeccion las CBl maduras se encuentran
fuertemente empacadas, altamente organizadas en formas cocoides, con un

tiempo de multiplicacion superior a los 45 minutos.

4. Aproximadamente 16 horas post infeccion las bacterias en la capa externa de
CBI sufren una transicion, primero se vuelven moviles y después se
convierten en formas bacilares o filamentosas, que se desligan de la
comunidad y eventualmente escapan de la célula, entrando al lumen de la
vejiga para adherirse a otra célula epitelial o ser evacuada del hospedero

durante la miccion.

5. En el escape de la célula, bacterias filamentosas (mayores a 20 micrometros

de longitud) y bacilares son observadas en la superficie luminal.
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Figura 1. Adaptado de Hultgren S, Flores A, Walker J, Caparon M. Urinary tract infections:

epidemiology, mechanisms of infection and treatment options. Nat Rev Microbiol. 2015; 13
(5): 269-284

El primer paso para una exitosa colonizacion del urotelio consiste en que la bacteria
se adhiera al uroepitelio, esto lo hace por medio de adhesinas que tienen como
receptor especifico las uroplaquinas. Las uroplaquinas (UP) son proteinas que
cubren casi toda la superficie de la vejiga, estan altamente conservadas entre los
mamiferos, difieren basicamente so6lo en los azucares que tienen cuando se

manosilan y se conocen cuatro tipos: UPla, UPIb, UPIl y UPIlla y UPIIIb®. El pili tipo



1 de UPEC se une por medio de adhesinas FimH al receptor de UPla, lo que produce
cambios conformacionales en el citoesqueleto, relacionados con rearreglos de
actina y conlleva la internalizacion de la bacteria'’. El sistema de dos componentes
Cpx regula la biogénesis de las estructuras de la superficie bacteriana y actua como
un sensor de la tension sobre ella, y ha demostrado ser factor de virulencia
importante para UPEC’8. Las estructuras superficiales tales como las fimbrias son
cruciales para la unién de UPEC con el urotelio, asi como superficies abidticas, de
igual manera los morfotipos filamentosos de UPEC expresan fimbrias tipo 1 en su
superficie’’. En este contexto, es probable que el sistema Cpx se activa por la
identificacion de una superficie de contacto por la bacteria’®.

Una vez que la adhesiéon e internalizacion han sido exitosas, UPEC escapa del
endosoma para evitar la expulsiéon de la celula e instalandose en el citoplasma donde
comienza a multiplicarse rapidamente formando colonias bacterianas intracelulares
(CBI), éstas son bacterias con un cambio fenotipico drastico que se organizan en
comunidades tipo biopelicula dentro de la célula urotelial con tiempos de replicacion

entre 30-35 minutos’8.

En las etapas tardias, se generan morfotipos de bacterias bacilares y filamentosas
que se deslindan de la CBI, fluyendo de la célula para invadir las células de la

periferia e iniciando las subsecuentes CBI"’.

Cuando el urotelio (epitelio de la vejiga) detecta la presencia de las bacterias
principalmente a través de receptores toll-like 4 (TRL4) sensibles al LPS bacteriano,
produce citosinas principalmente interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8),
provocando la exudacidn de células fagociticas o neutrofilos polimorfonucleares
(PMN). TLR11 también juega un papel esencial en las ITU, se ha descubierto que
identifica especificamente a UPEC, aunque todavia se desconoce el ligando'. La
actividad y respuesta de los sensores inmunoldgicos es bastante compleja, en el
caso de TLR4 la via clasica es por medio de la activacion de NF-kB que culmina con
la produccion de IL-6 e IL8; en el nucleo NF-kB estimula la transcripcion de genes

antiapoptéticos y proinflamatorios.



Ademas de esta existe una alterna via AMP ciclico y el factor de transcripcién CREB
(cAMP response element-binding protein), que ejerce el mismo efecto que la via
clasica y conduce a la produccion de citosinas solo que de manera mas rapida que
la primera (Figura 2), ademas contribuye también en la limitacién de la adherencia
bacteriana e interviene en la expulsibn de endosomas que pueden contener
bacterias uropatégenas ya internalizadas?’. Se ha demostrado que UPEC
activamente suprime la produccion de citosinas por las células epiteliales de la

vejiga’®
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Figura 2. Vias de sefalizacion iniciadas por TLR-4 en ITU. Una vez que el LPS es detectado
por el receptor TLR4 se inicia la cascada clasica que involucra NF-kB y la via con segundos

mensajeros. Adaptado de Song J, Abraham S. TLR mediated immune responses in the
urinary tract. Curr opin microbiol. 2008. 11; (1):66-73.

Se ha observado que algunas bacterias bacilares y filamentosas fluyen fuera de la
célula para atravesar la superficie luminal siendo variadas las hipotesis acerca del
motivo preciso por el cual existe la inhibicion de la division celular. Analisis realizados
empleando videomicroscopia demuestra que durante este tiempo de transicion,
morfotipos bacilares de UPEC (2-8 micras de longitud) son engullidas faciimente,
mientras que UPEC filamentosa puede resistir la fagocitosis, incluso cuando esta en

contacto directo con neutrofilos y macrofagos’.



No obstante se debe tomar en cuenta que los neutrdfilos pueden fagocitar
estructuras grandes eficientemente (como hifas fungicas); la resistencia observada
de UPEC filamentosa a la fagocitosis probablemente se basa en atributos mas alla
del tamafio del organismo?®. Por lo que se cree que pudieran existir mecanismos de
inmunidad que estén relacionados con la activacién de TLR4 que no involucren
respuesta celular fagocitica, pero que estan vinculados con la expresion de
morfotipos filamentosos?®. Enfatizando la importancia patdgena de la filamentacion,
las bacterias como UPEC SulA deficientes forman una primera ronda de invasion sin
dificultad, pero fallan para sostener la infeccion mas alla de este punto, ya que no
puede filamentar con el fin de sobrevivir a la transicién luminal. En ratones

deficientes de TLR4, se vuelve a restaurar la capacidad patogénica de estas cepas?®.

Al emigrar UPEC de la célula hospedera en morfotipo filamentoso obtiene muchas

ventajas respecto al morfotipo bacilar:

a) el aumento de Ila longitud sin modificar abruptamente la relacion
superficie/volumen celular confiere a la bacteria una mayor capacidad de captacion

de nutrientes por tener una mayor superficie de contacto.
b) la capacidad de adherencia incrementa por el aumento del area superficial total.

c) la replicacion incompleta facilita el mecanismo de reparacion de DNA o respuesta

SOS, que actua en respuesta para promover la adaptacion y
d) disminuye la posibilidad de muerte por dafio causada por agentes oxidantes?°.

La teoria mas aceptada es la que implica la inhibicién de la septacion por medio de
SulA, una proteina que se encuentra involucrada en la respuesta SOS. La regulacion
de la respuesta SOS involucra la inhibicidon de la division celular y se encuentra
controlada por dos proteinas: LexA, el represor de los operones SOS inducibles que
son las proteinas que potencian la supervivencia bacteriana en medios hostiles; y
RecA, una proteasa que es activada por una agresion y que se une especificamente
a la proteina LexA catalizando su autoproteolisis?” 22,



Este mecanismo incluye por lo menos 43 genes, y sus productos proteicos estan
involucrados en muiltiples procesos de supervivencia®?. Uno de esos genes SOS es
SulA (18 kDa), esta proteina es sintetizada en grandes cantidades durante la
respuesta SOS, alcanzando el 0.3% de la sintesis proteica total. SulA es capaz de
alterar la division celular, su recambio es rapido (vida media de 1.2 minutos), SulA
es degradado por la proteina proveniente del gen lon™; para bacterias lon la vida

media de SulA aumenta a 19 minutos?2,

La induccion de la respuesta SOS provoca la desaparicion de los anillos del polimero
de FtsZ. SulA se une en proporcion 1:1 (el GTP es necesario para la union in vitro)
y es un potente inhibidor de la division celular bacteriana 22. El inhibidor de la divisién
celular en la respuesta SOS, SulA, es esencial para la persistencia de UPEC en las
investigaciones de ITU’. Experimentos en murinos han demostrado que la
filamentacion es indispensable para la supervivencia de UPEC en un huésped
inmunocompetente y que los receptores TLR4 son cruciales en el mecanismo de

respuesta inmune celular del hospedero’® 23,

Por otra parte, el estudio de Khandlege y cols., demuestra que en infeccion tanto in
vitro como in vivo, DamX es determinante en las etapas ultimas del ciclo de infeccion
primaria, es decir, cuando se requiera la formacion de morfotiposos filamentos para
el mantenimiento y propagacion de la colonizacion inicial®?. Mientras que en el
espacio extracelular, frente a las amenazas combinadas de la eliminacion a través
del vaciado de la miccion o la fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares
reclutados en el lumen vesical; la adopcion de una morfologia filamentosa puede ser
ventajosa tanto en términos de adherencia al tejido y para la evasion inmune®2. En
este estudio, se observd que la cepa UTI89 AdamX era incapaz de formar
filamentos, ya sea in vitro o in vivo. Esta cepa mutante no muestra ninguna reduccién
en la adhesion celular de la vejiga o la invasion in vitro. Ademas, la tasa de
replicacion de la cepa UTI89 AdamX es comparable a la del tipo salvaje, cuando se
cultiva en la orina humana, como cuando residen intracelularmente in vivo®2. La
plasticidad morfolégica ofrece ventajas selectivas, como evasidén de la respuesta

inmune del hospedero por UPEC?® y Proteus mirabilis, resistencia a los antibioticos



en Burkholderia pseudomallei’®, y la resistencia al estrés en Caulobacter
crescentus’. Por lo tanto, no se puede excluir la participacion del sistema inmune

en la induccion de filamentos mediados por DamX.

Finamente en un ultimo esfuerzo por parte de la respuesta innata del hospedero para
eliminar a las CBI, activa mediadores citoquimicos para efectuar exfoliaciéon por

medio de caspasas 8 y 9.

Después de vencer la exfoliacién urotelial de la vejiga, UPEC se establece en las

capas basales uroteliales para desarrollar el reservorio quiescente intracelular (RQI).

Este RQI resiste tratamientos con antibidticos orales y es aparentemente
indetectable por las células del sistema inmune del hospedero, ademas puede ser
una fuente de infeccion recurrente. Por si fuera poco, estudios recientes demuestran
que UPEC también es capaz de invadir las células basales de urotelio uniéndose a

beta integrinas de las células inmaduras uroteliales?®.

En la ultima década se ha demostrado que otras bacterias gran negativas son
capaces de realizar parcialmente la via de comunidades bacterianas intracelulares®°.
Klebsiella pneumoniae, que causa alrededor del 5% de las ITU no complicadas, es
capaz de codificar fimbrias y contiene una adhesina homologa a la de E. coli, sin
embargo la virulencia y eficiencia de colonizacion son muy inferiores comparadas
con UPEC?°, Estas diferencias estan relacionadas en parte a la expresion del pili tipo
1, sin embargo son necesarios mas estudios para entender el mecanismo en otros

uropatdégenos.

De igual manera la forma de clasificar y atender las ITU’s se ha actualizado: la
Asociacion Europea de Urologia en el 2016 presenta una clasificacion modificada,
basada en el cuadro clinico, los factores de riesgo asociados y una escala de
severidad. Son clasificadas inicialmente por la sintomatologia y el sitio anatémico
preciso, los factores de riesgo estan organizados de acuerdo al sistema ORENUC
(por sus siglas en inglés) y son esencialmente introducidos para el tipo y duracion

del tratamiento. Ademas menciona que los hallazgos microbioldgicos de los cultivos



urinarios y la observacion microscopica son determinantes en el diagndstico, de ser
posible mejorar el diagndstico con técnicas como secuenciacion metagendmica pero
hace hincapié en el paradigma que implica su interpretacion®®. Especificamente
hablando de la interpretacion sobre el agente etioldégico, menciona que debe tomarse
en cuenta la carga bacteriana (conteo de unidades formadoras de colonias), el
género y especie involucrado, la susceptibilidad a antibacterianos y la virulencia
(Figura 3).
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Figura 3. Algoritmo de diagndstico y tratamiento de ITU’s. Adaptado de Guidelines on
urological infections, European Association of Urology. 2015

Los métodos de diagndstico actuales solo pueden detectar estos fendmenos a través
del examen general de orina, identificando directamente los morfotipos filamentosos
en el analisis microscoépico. El analisis de sedimento realizado como lo indica la guia
europea de uroandlisis®, ya sea utilizando microscopia éptica o de contraste de
fases, siendo esta ultima la mejor técnica para observar las variaciones morfotipicas

bacterianas en la orina. Sin embargo es indispensable que el personal que realiza la



observacion del sedimento urinario esté capacitado debidamente en la identificacidon
de dichas estructuras bacterianas?. La forma de reporte de la bacteriuria y de sus
diferentes facetas esta consolidandose todavia, no obstante la forma propuesta por

el Laboratorio de Investigaciones Nefrouroldégicas es segun indica la tabla 1.

Tabla 1. Propuesta de reporte de los facetas asociadas a bacteriuria en sedimento urinario.

FASE REPORTE

Bacteriuria plancténica o total 1 a4 cruces

Tipo de bacterias 1 a 4 cruces distinguiendo el morfotipo

Comunidades intracelulares bacterianas | 0-100% con respecto a sus células pares

Biopelicula Presente/Ausente

Morfotipo en filamentacion Presente/Ausente

Entonces el diagndstico de ITU esta actualmente basado en el analisis de rutina de
un cultivo y aislamiento bacteriano de un uropatégeno dominante. Esta clase de
métodos estan disefiados para aislar bacterias aerobias facilmente cultivables,
restringiendo de manera muy significativa el hallazgo de bacterias anaerobias y
nutricionalmente fastidiosas. Por lo que muchas especies no identificadas podrian

estar involucradas directamente con los mecanismos de patogenicidad.

Sin embargo, nuevas técnicas moleculares como secuenciacion metagenomica han
manifestado la presencia de bacterias en pacientes clinicamente sanos con cultivos
de fluidos normalmente estériles como la orina o secreciones prostaticas. Esto pone
en evidencia la existencia de otros microorganismos que pueden estar relacionados
directamente con las infecciones de tracto urinario, por lo que se requieren mas

analisis para comprender adecuadamente la relacién hospedero-patégeno.



DEFINICION DEL PROBLEMA

Las infecciones de tracto urinario (ITU) son una de las infecciones mas frecuentes
en la mayoria de los paises independientemente del nivel econémico. Por lo menos
la mitad de la poblacion femenina en el mundo experimentara una ITU a lo largo de
su vida. Esto implica una inversion monetaria considerable en tratamientos que no
siempre resultan efectivos. En 2015, las ITU se mantuvieron dentro de las primeras
causas de morbilidad®. El principal agente causal es Escherichia coli uropatogénica
(UPEC), también se encuentran otras bacterias como Klebsiella pneumonie, Proteus

mirabillis, Staphylococcus saprophyticus, entre otros de menor incidencia.

El mecanismo infeccioso de UPEC implica modificaciones morfologicas en
diferentes estadios de la infeccidon, dentro de los cuales las bacterias filamentosas
son altamente encontradas en muestras de orina de modelos animales y también
han sido reportadas en algunos pacientes con ITU. Se ha mencionado que la
presencia de colonias intracelulares bacterianas y bacterias con morfotipo
filamentoso pueden estar ligadas a la recurrencia de la infeccién desencadenando
ITU’s cronicas; ademas de estar mal identificadas, impactando fuertemente en la
precision del diagndstico y afectando negativamente la calidad de vida de los
pacientes.

HIPOTESIS

Es posible identificar el fenomeno de filamentacion de uropatégenos por el hallazgo
de bacterias bacilares mayores a 50um en sedimento urinario de pacientes

ambulatorios.



JUSTIFICACION

La tasa de incidencia para ITU’s en nuestro pais es elevada, siendo posible que las
cifras reportadas disten mucho de las reales, aun asi son suficientemente
significativas como para considerarse un problema prioritario de salud publica;
haciendo necesaria la investigacion de los agentes causantes de estas

enfermedades y sus mecanismos de infeccion.

Los modelos murinos en los que se basan la mayor parte de los descubrimientos
sobre los mecanismos de patogenicidad involucrados en las ITU’s solo funcionan
como una guia que nos ayuda a comprenderlos, no obstante es crucial investigar el
fendbmeno in vivo, inicialmente en los especimenes de pacientes con ITU tanto
asintomatico como sintomatico; todo esto para desarrollar nuevas estrategias de
diagndstico confiables ya que es un fendmeno que si bien suele ser descartado,
también puede ser confundido, de igual manera con formas fungicas, lo que lejos de

beneficiar al paciente puede ocasionarle incluso complicaciones médicas.

Las investigaciones en modelos animales indican que la flamentacion es un paso
crucial para la recolonizacion de las células uroteliales y potencia la supervivencia
bacteriana en individuos inmunocompetentes; por lo que esta investigacion pretende
analizar a las bacterias que expresan el morfotipo filamentoso presentes en
sedimento urinario con la intensién de determinar a los uropatégenos capaces de
producirlo. No obstante ;es posible aislar uropatégenos en su forma filamentosa
para su analisis? ;Se trata realmente de un unico organismo o de células

individuales de distinta progenie unidas entre si?



OBJETIVO GENERAL

Identificar género y especie de los uropatdogenos productores del morfotipo

filamentoso recuperados orinas de miccidon espontanea de pacientes ambulatorios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Demostrar que el morfotipo filamentoso aislado de sedimento urinario es una sola
unidad microbiana.

- Determinar el género y especie de los morfotipos filamentosos extraidos del
sedimento urinario.

- Evaluar respuesta inmune innata del huésped en el sedimento de donde se

recuperen las bacterias con morfotipo filamentoso.



MATERIAL Y METODOS.

Universo de trabajo

Orinas de pacientes que presenten alta turbidez, y bacterias en el analisis de
sedimento urinario igual o mayor a 3 cruces proporcionadas por Laboratorios Ruiz
de la ciudad de Puebla, Puebla y por el laboratorio clinico Laborat-2 de la ciudad de
Nativitas, Tlaxcala; durante el periodo de febrero de 2015 a junio de 2015.

Grupo de trabajo
Orinas analizadas que en el sedimento urinario presenten bacterias con longitudes

superiores a las 50 pm.

Criterios de inclusién, exclusidon y eliminacion
- Criterios de inclusién

Bacterias mayores a los 50um de longitud.

No exista contaminacion macroscopica (vello pubico, detritos fecales, restos de

fibras o papel u otro material ajeno a la orina)

Orinas de pacientes que no estén en medicacion por antibidticos o no se les haya

administrado antibi6ticos en las ultimas 4 semanas.
Orinas que cumplan con los criterios de contenedor estéril.
- Criterios de exclusion
Bacterias filamentosas provenientes de flora vaginal o fecal (bacilos Doderlein).

Contaminantes microscopicos (espermas en caso de mujeres, acaros, detritos

fecales, algas, u otra estructura ajena a la orina).
El paciente haya referido uso de antibiéticos en las ultimas 4 semanas.

- Criterios de eliminacion



Se eliminaron del estudio las muestras que:
El cultivo presente signos de contaminacion con microbiota ambiental
Se aislen mas de dos microorganismos del cultivo

- Variables y definicion de variables

VARIABLES INDEPENDIENTES

Variable Unidad de medicion
Edad del paciente Afos
Género del paciente Masculino/Femenino
Género y especie bacteriana No aplica

VARIABLES DEPENDIENTES

Variable Unidad de medicion
Bacteriuria 1 a4 cruces
Longitud bacteriana Micrémetros (um)
Leucocitos en orina Células/puL
Glucosa urinaria mg/dL
Proteinas urinarias mg/dL
pH urinario No aplica
Esterasa leucocituria en orina Ul/uL
Mucina 1 a4 cruces

Eritrocitos en orina Células/uL




Manejo estadistico de los datos
Los datos cuantitativos y semi-cuantitativos se sometieron un analisis tipo t de

student suponiendo varianzas desiguales.
Los datos cualitativos se sometieron a un analisis de tipo chi cuadrada.

Los analisis de datos fueron realizados con ayuda del software Microsoft Excel 2013
®

Grupo control

Se incluyd en el estudio para el analisis estadistico un grupo control de orinas que
cumplieron con los criterios de seleccién pero que presentaban unicamente el
morfotipo bacilar planctonico, con el cual se compararon las caracteristicas

analizadas de la orina.
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METODOLOGIA
Examen general de orina (EGO)

El analisis de orina rutinario, es en un procedimiento que se compone de dos partes:
primero un analisis macroscopico, en el cual se determinan las caracteristicas
fisicoquimicas (apariencia, gravedad especifica y la medicién de los constituyentes
quimicos por medio de la tira reactiva, como proteinas, glucosa, cetonas, pH), y
después un examen microscopico del sedimento por medio de microscopia en
campo claro o contraste de fases, para verificar hematuria, piuria, cilindruria,

cristaluria, y otros elementos formes.

El cuidado en la recoleccion de la orina y su entrega rapida en el laboratorio, son
cruciales para obtener una informacioén confiable. La orina debe ser colectada en un
recipiente limpio, estéril, que tenga un cierre seguro para prevenir posibles
derramamientos, evaporacion o contaminacion. Estos recipientes deben rotularse
con el nombre del paciente, fecha y hora de recoleccidén. La primera orina de la
mafana es usualmente la mejor para el analisis porque es la orina mas concentrada.
Las muestras deben estar libres de secreciones vaginales u otra clase de particulas
extranas. La recoleccion del chorro medio con el lavado previo y usando un envase
estéril proporciona una muestra satisfactoria para el examen de rutina. El analisis
general de orina para la busqueda de candidatos para este estudio fue realizado en

el equipo automatizado iRICELL®2000 segun instrucciones del fabricante (Anexo

1).

El analisis de sedimento para identificar los morfotipos fue realizado de la siguiente

manera:

Las muestras fueron homogeneizadas en su contenedor primario. Se tomaron
alicuotas aproximadamente al 90% (=8.0mL como recomienda la guia europea de
uroanalisis®) de un tubo de ensayo de 13x100, se centrifugaron a una velocidad de
400G, durante 5 minutos. Se descarto el 90% de orina del sobrenadante restando



aproximadamente 0.5 mL de orina residual. Se resuspendié el precipitado, por

agitacion suave.

En un portaobjetos limpio, se tomaron 50pul del resuspendido y se adicionaron 5pl
del colorante Sternheimer-Malbin. Se mezclaron y cubrieron con un cubreobjetos de
22x22mm evitando la formacion de burbujas. Fueron observadas en microscopio
optico de campo claro (American Optical Series 10), a 10x para garantizar la

homogeneidad y se interpretd a 40x.
Técnica de aislamiento bacteriano

Con el fin de aumentar la probabilidad de aislar e identificar al uropatégeno que
presenta el morfotipo filamentoso se desarrolld6 una técnica de aislamiento
bacteriano que disminuye la cantidad de bacterias planctdnicas, esto fue debido a
que no existen a la fecha métodos que permitan discriminar Unicamente un morfotipo
en el sedimento; los cultivos tradicionales no consideran la posibilidad de identificar
un morfotipo en especifico ya que en el muestreo no se diferencia entre morfotipos
bacterianos. La técnica requiere del equipo Bioraptor, (patente en tramite) que
consiste en un microposicionador X,Y Z con micropipeta capilar, capaz de aislar
elementos formes presentes en la orina, con precision de 2 — 5 ym y volumenes de
3a10 L.

Primero se colocaron 200uL de sedimento resuspendido en un portaobjetos limpio.
Después se identificaron las bacterias filamentosas con el microscopio Optico de
contraste de fases (American Optical MicroStar) con objetivo seco medio (25x). Se
coloco la punta del capilar del Bioraptor en el cuadrante inferior derecho de la platina.
La punta del capilar se colocé dentro del sedimento cerca de la estructura deseada.
Se extrajo del sedimento por succidn con las bombas del aparato dentro del capilar
a las bacterias filamentosas. Fueron posteriormente colocadas en 100uL de solucion
Hartmann estéril (SHE) para realizar un lavado y disminuir los contaminantes. Se
transfirieron a otros 200uL de SHE para su posterior cultivo.



Técnica de fijacion

La observacion de la morfologia bacteriana es fundamental para entender la
estructura y comportamiento bacteriano, principalmente se deben fijar las muestras

para inhibir la autolisis celular, preservar los componentes y la morfologia celular®'.

En la fijacidn de los morfotipos filamentosos se realizo la técnica descrita por Zhang
& Chao modificada. De los 0.5 mL del sedimentos urinario con morfotipos
bacterianos filamentosos, se realizaron 3 lavados con 5 ml de PBS y centrifugando
a 400 G por 5 minutos y desechando el sobrenadante con pipeta Pasteur, finalmente
se agregaron 2 mililitros de mezcla metanol-acido acético por las paredes del tubo y
se homogeniz6 suavemente, transcurridos 5 minutos se centrifugaron a 200 G por
10 minutos. Se descartd el sobrenadante con pipeta Pasteur dejando
aproximadamente 0.5 mL de metanol-acido acético del paso previo para
resuspender el sedimento con agitacion suave cuando sea necesario. Los
sedimentos fijados fueron almacenados entre a -20°C y -10°C hasta su valoracién

final mediante otras técnicas de microscopia.
Tinciéon de Gram

Colocar en un portaobjetos limpio 50uL del sedimento sometido a la técnica de
fijacion y realizar un extendido tipo frotis, dejar secar al aire. Agregar 500uL de
solucion cristal violeta y dejar reposar 1 minuto. Se enjuaga con agua destilada y se
coloca 500uL de solucion lugol durante 1 minuto. Lavar con solucién alcohol-cetona
aproximadamente 20 segundos. Se enjuaga con agua destilada y adiciona 500pl
safranina por 1 minuto. Eliminar con agua destilada y dejar secar al aire.

Tincion Naranja de acridina — fluoresceina de sodio

Las técnicas que involucran fluorocromos son ampliamente usadas y existen de
varios tipos donde la fluorescencia puede ser directa o indirecta y usando diferentes
tipos de fluorocromos, donde los que se intercalan entre las bases del ADN son los

mas empleados33-36,



Esta técnica fue utilizada como prueba confirmatoria de la presencia de bacterias
filamentosas y apreciar sus caracteristicas morfoldégicas. Se realizaron
modificaciones a la técnica descrita por fazzi®3, donde se indica que se debe
extender en un portaobjetos las estructuras bacterianas previamente fijadas y dejar
secar a la intemperie, después cubrir con la solucion de naranja de acridina por dos
minutos después lavar con agua destilada, decolorar 10 segundos con alcohol-
cetona; posteriormente agregar solucion de fluoresceina y reposar por dos minutos
después enjuagar con agua destilada y dejar secar a la intemperie para ser
analizados en un microscopio de fluorescencia (American Optical Model 410

Flourescent Microscope).
Técnica para cultivo

Las técnicas de cultivo bacteriano en el laboratorio clinico a partir de orina todavia
estan basadas en medios tradicionales como el agar sangre de carnero al 5%, el
agar Mckonkey y el agar sal y manitol. Algunos laboratorios emplean medios
especiales para uropatogenos como el agar CLED (por sus siglas en inglés Cystine-
lactose-electrolite deficient) donde se pueden cultivar los principales uropatdgenos;
no obstante empleando aun estos medios se debe realizar una identificacion
bacteriana basada en pruebas bioquimicas que ayuden a identificar el género y

especie de los patogenos urinarios®’.

En los ultimos 20 afos se han desarrollado innovadores medios de cultivo bacteriano
que permiten aislar e identificar los patdogenos primarios y algunos secundarios sin
la necesidad de medios adicionales, llamados medios cromogénicos que pueden ser

utilizados como medio de rutina para urocultivos®’.

La rapida identificacion de los patdégenos aislados en medios cromogénicos es
debido a colores especificos de acuerdo al género bacteriano. Las cepas de
Escherichia coli aparecen como colonias de color rosa-borgona por la produccién de
beta glucoronidasa (B-GUR). Cepas productoras de B-GLU del grupo KESC
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Citrobacter) presentan colonias turquesa y los

cocos gram-positivos como enterococos tienen colonias verdes. De color marrén



claro a la coloracibn marréon oscuro son colonias indicativas de Proteus.
Pseudomonas aeruginosa presenta con un color gris metalico brillante que se debe
principalmente a la produccién de piocianina; colonias de color violeta y cocos gram-
positivos concuerdan con Streptococcus agalactiae®®. Los patdégenos aislados con
el medios de cultivo cromogénico fueron confirmados también por meétodos

convencionales.

Se aislaron las bacterias filamentosas de las muestras viables para el estudio como
se menciona anteriormente con la metodologia de Bioraptor. Se sembroé el aislado
depositando los 200uL y extendiéndolo con un asa calibrada de 1yL en una placa
de agar cromogénico CPS ID4 chromID de Biomériux® por técnica de estria
cruzada. Incubar en estufa por 24 horas a 37°C. Y se realiz6 la identificacion de

género y especie de acuerdo a indicaciones del fabricante.
Técnica de microscopia de barrido electrénico.

La microscopia de barrido electrénico (MBE) es una de las técnicas mas utilizadas
para conocer los detalles de materiales y estructuras, debido a su relativa facilidad
de ejecutar e interpretar porque los resultados se muestran como objetos
tridimiencionales®. Para poder visualizar a las bacterias, estas primero necesitan
estar fijadas, deshidratadas y secas, ya que no se deben liberar sustancias volatiles
en el proceso; ademas deben ser estructuras de poco tamafio (10 x 10mm y no
mayor a 2mm de grosor). Los métodos de fijacién seran determinados de acuerdo a
la naturaleza de la muestra ya que presentan ventajas y desventajas entre si, los
principales agentes fijadores son formaldehido, glutaraldehido, metanol-etanol y

tetradxido de osmio39- 40,

La técnica de fijacidén ejecutada para el analisis de las bacterias filamentosas para
MBE se describe anteriormente, después de colocar 20 microlitros del sedimento
resuspendido previamente fijado, en un portaobjetos (preliminarmente tratado para
hacerlo libre de contaminantes), extendiéndolo por la superficie formando una capa

delgada y dejar secar a la intemperie por 10 minutos.



Colocar las muestras con las bacterias filamentosas ya fijadas en un portaobjetos
dentro del revestidor de bombardeo i6nico manual (DENTON VACUUM, modelo
DESK V) que recubrira la superficie con una monocapa de oro tendra un grosor de
6nm o grafito con un grosor de 2nm, después se empled un microscopio éptico para
identificar y marcar las bacterias filamentosas, finalmente se realiz6 la observacion
a detalle de las estructuras bacterianas utilizando el microscopio de barrido
electronico (JEOL, JSM—6610LV), donde se obtuvieron imagenes de 700 a 20000
x. Estos procesos fueron realizados con la colaboracién del M.C. Eric Reyes
Cervantes, investigador del Centro Universitario de Vinculacion y Tecnologia
(CUVyYT) de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.



RESULTADOS

Se analizaron 2153 muestras de orina, de las cuales se seleccionaron para el estudio
114 especimenes con bacteriuria de tres cruces. De este grupo se formaron dos
subgrupos: el grupo filamentoso (GF) que presenta morfotipo con bacterias con
longitud mayor a 50 ym (n=31), y el subgrupo control (GC) con bacteriuria con
morfotipo bacilar de tamafo promedio 2 - 3 ym (n=31). La frecuencia del GF con
respecto al universo total de trabajo (2153) es de 1.44%. Pero si el espécimen
presenta bacteriuria mayor a tres cruces (n=114) la frecuencia del GF se incrementa
al 27%.

Grafico 1. Frecuencia de observacion morfotipo filamentosos vs. Género del

paciente.
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El grafico 1 muestra la frecuencia de casos por género en los grupos, GC (n=31) y GF (n=31). EI (*)
indica diferencia significativa del GF vs GC para una p<0.05.

En el grafico 1 se observa que las mujeres se ven afectadas en proporcion 30/1 en
el GF y 15/1 en el GC con respecto a los varones, no obstante no existen diferencias
significativas entre los grupos en el analisis estadistico realizado, sugiriendo que no
existe una predileccion por un género en especial entre pacientes con bacteriuria

planténica de este estudio.



Tabla 2. Estadistica descriptiva para la edad en los grupos en estudio.

EDAD GF (n=31) GC (n=31)
Media 50.2+4.8 450+ 4.6
Moda 68.0 27.0
Desviacion estandar 26.5 25.9
Varianza de la muestra 699.7 669.0
Minimo 5.0 20
Maximo 96.0 96.0

Se muestran en esta tabla los datos estadisticos descriptivos para la edad. El (*) sefala

diferencia significativa del GF vs GC para una p<0.05.

La tabla 2 muestra que las poblaciones tanto el GC como el GF son homogéneas,
los valores de maximos y minimos son muy similares entre los dos grupos vy el
analisis de comparacion de media t de student en cuanto a edad no muestra
diferencias significativas (T critico 1.67, t calculado 0.78 p >0.05); no obstante se

observa que el valor mas frecuente en el GF es 68 afos, mientras que en el GC es

27 anos.

Graficos 2.1 y 2.2 Frecuencia de grupos etarios en los grupos analizados.
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Aunque no existe diferencia significativa entre las medias poblacionales, la
distribucioén histografica de las poblaciones es diferente (graficos 1.1y 1.2), en el GC
la distribucién bimodal y el GF muestra una distribucion asimétrica positiva y modas

grupales diferentes.

Utilizando microscopia optica de campo claro y tincion Sternheimer-Malbin se
utilizaron sedimentos con bacteriuria significativa y bacterias filamentosas mayores
a 50 um?® (imagenes 1a y b), como siguiente paso fue demostrar que las bacterias

con esta longitud se tratasen de una unidad microbiana como se describe en el

modelo murino y estudios en humanos % 26.

Imagenes 1 a y b. Microfotografias de sedimento urinario realizadas en microscopia
Optica de campo claro y tincion Sternheimer-Malbin donde se observa el
polimorfismo bacteriano, a) la flecha larga sefiala una bacteria con morfotipo en
filamentacién de 48 um, la flecha corta sefiala un morfotipo bacilar de 5 um vy el
asterisco un morfotipo cocoide de 1 um aproximadamente, imagen tomada a 500x
b) la flecha larga senala una bacteria con morfotipo en filamentacion de 75 ym (parte
superior de la imagen) y otra de 55 ym aproximadamente (parte inferior de la
imagen), la flecha corta sefiala un morfotipo bacilar de 2 ym y el asterisco un

morfotipo cocoide de 1.5 um aproximadamente, imagen tomada a 60x.

La microscopia de contraste de fases que recomienda la guia europea de

uroanalisis, también puede ser de utilidad en la identificacion del morfotipo



filamentoso. Este tipo de microscopia fue empleado para el aislamiento de las
bacterias filamentosas debido a que se puede observarlas sin la necesidad de

colorantes que pudieran afectar de alguna manera la viabilidad de la bacteria

(imagenes 2y 3).

Imagenes 2a y 2b. Microfotografias de sedimento urinario por microscopia optica de
contraste de fases y tincion Sternheimer-Malbin. a) Las flechas largas senalan filamentos de
mucina y las flechas cortas sefalan cilindros hialinos tipo 1, el asterisco sefiala el estado
geloide de la mucina, imagen tomada a 400x. b) las flechas largas sefalan bacterias con
morfotipo filamentoso de 85 um en la parte superior y de 62 um en la zona central y 53 ym
en la zona inferior de la imagen, el asterisco sefiala epitelio uretral y la flecha corta sefiala

filamentos de mucina y el asterisco senala epitelio uretral, imagen tomada a 800x.



Imagenes 3a y 3b. Microfotografia de sedimento urinario por microscopia Optica de
contraste de fases y tincion Sternheimer-Malbin. a) Las flechas largas sefialan zonas de
division celular, las flechas sefialan una bacteria filamentosa de 56 um de longitud, el
asterisco sefiala bacterias con morfotipo bacilar de 2 um y las flechas cortas sefialan
morfotipo cocoide de 1 micra aproximadamente, imagen tomada a 400x. b) La cabeza de
flecha sefala una bacteria filamentosa de 86 pm de longitud aproximadamente, que esta en
procesos de segmentacion (zona central), y un segmento de bacteria flamentosa de 16 ym
aproximadamente (parta superior izquierda), las flechas largas senalan las zonas de divisién
bacteriana, el asterisco sefiala bacterias con morfotipo bacilar de 2 um y las flechas cortas

sefialan morfotipo cocoide de 1 micra aproximadamente, imagen tomada a 600x.

En el desarrollo de la cascada uropatogénica se ha descrito la expresion de la
plasticidad morfolégica que origina morfotipos bacterianos, que logran invadir
intracelularmente el uroepitelio, se han descrito morfotipos cocoides, bacilares,
filamentosos asociados a comunidades intracelulares bacterianas, todo esto como
mecanismo de adaptacion y supervivencia de los uropatogenos. El desarrollo de
tincion de Gram fue empleada para diferenciar la variedad de morfotipos en cuanto
a tamano, forma, agrupacién y caracteristicas tintoriales de los patdégenos mas
comunmente aislados tanto Gram negativos y Gram positivos. Ademas de evidenciar
las caracteristicas de monomicrobiana o polimicriobiana de las ITUs (imagenes 4a'y
4b).
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Imagenes 4a y 4b. Microfotografias de sedimento urinario realizadas en microscopia 6ptica
de campo claro con tincién de Gram. a) la flecha larga sefiala el polimorfismo bacteriano
Gram negativo con morfotipo filamentoso de 52, 71 y 133 pm de longitud aproximadamente,
la flecha corta sefiala morfotipos bacilares de 1 - 2 ym de longitud, también se observa una
gran cantidad de cocos Gram positivos, sugerentes de ITU polimicrobiana, imagen tomada
a 400x. b) las flechas largas sefialan una bacteria Gram negativa con morfotipo filamentoso
de 102 uym de longitud en proceso septacion, las flechas cortas sefialan bacterias con
morfotipo bacilar de 2 ym de longitud y los asteriscos sefalan morfotipos coco-bacilares de

1 um (arriba) y 1.5 ym (centro), imagen tomada a 500x.

La microscopia de fluorescencia con tincion de naranja de acridina - fluoresceina
revela las formas filamentosas de manera muy eficiente. Esto es debido a que son
fluorocromos similares al bromuro de etidio, 4,6-diamidina-2-fenilindol (DAPI), entre
otros se visualiza el material cromosomico bacteriano (acido desoxirribonucleico y el
acido ribonucleico) usando un microscopio de fluorescencia®®*36. Fazi vy
colaboradores en el 2002 desarrollaron un método de coloracién de fluorescencia
para la diferenciacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, basada en
el uso de naranja de acridina y fluoresceina de sodio que origina el sistema

rojo/verde®? (imagenes 5a y 5b).



Imagenes 5a y 5b. Microfotografias de sedimento urinario realizadas en microscopia de

fluorescencia con tincion de naranja de acridina - fluoresceina. a) La flecha larga sefala una
bacteria con morfotipo filamentoso de 209 uym de longitud aproximadamente, la cabeza de
flecha sefala zonas de septacion bacteriana, el asterisco sefiala bacterias con morfotipo
bacilar de 2 ym de longitud y la flecha corta sefiala un morfotipo cocoide de 2 um de longitud,
imagen tomada a 800x. b) Se observa una bacteria flamentosa de 74 um de longitud con
multiples zonas de segmentacion (cabezas de flecha), el asterisco sefala bacterias con
morfotipo bacilar de 2 um de longitud y la flecha corta sefiala un morfotipo cocoide de 1 ym

de longitud, imagen tomada a 800x.

La microscopia de barrido electronico (MBE) posibilita conocer con mayor detalle la
morfologia superficial. De la interaccion entre los electrones incidentes con los
atomos que componen la muestra se generan sefales, las cuales pueden ser
captadas con detectores especificos para cada una de ellas. Con esta imagen
superficial se pueden tener aumentos de la estructura bacteriana de hasta 23,000
aumentos, pudiendo asi observar si existen discontinuidades en la membrana

indicativas de septos o es una sola estructura bacteriana.
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Imagenes 6ay 6b. Microfotografias de barrido electronico de sedimento urinario, a) la flecha
larga sefiala filamentacién bacteriana de 68 ym de longitud, la flecha corta sefiala un
morfotipo cocoide de 1.5 uym y el simbolo € sefiala un fragmento de epitelio uretral, imagen
a 3,300x. b) la flecha larga sefiala filamentacion bacteriana de 277 ym de longitud, la flecha
corta sefiala morfotipos cocoides de 1.5 ym, el asterisco morfotipo bacilar de 2.5 ym y el

simbolo g sefiala leucocitos, imagen a 1000x.

SEl  20kV WDSmm 5850 x2,000 10um

Imagenes 7ay 7b. Microfotografias de barrido electronico de sedimento urinario, a) la flecha
larga senala una bacteria filamentosa de 100 ym de longitud, imagen a 2000x. b) la flecha
larga sefiala un fragmento de filamentacion bacteriana de 19 ym de longitud, imagen a
5,500x. En ambas microfotografias se observa la continuidad de las estructuras filamentosas

bacterianas ante la ausencia de septos.
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Imagenes 8a y 8b. Microfotografias de barrido electrénico de sedimento urinario, a) la
flecha corta sefiala un morfotipo cocoide de 0.85 um, el asterisco sefiala morfotipos bacilares
de longitudes variables, la cabeza de flecha sefiala zonas de formacion de septos indicativo
de division bacteriana y el simbolo t sefala detritos urinarios (probablemente sales de
precipitacion), imagen a 6,000x. b) la flecha larga sefala un fragmento de morfotipo
filamentoso, la flecha corta sefala un morfotipo cocoide de 0.75 um, el asterisco sefiala
morfotipos bacilares de 1.3 a 1.7 umy el simbolo tt sefala detritos urinarios (probablemente

sales de precipitacion), imagen a 23,000x.

Grafico 3. Agentes etiolégicos aislados de bacterias filamentosas en los grupos en

estudio.

Escherichia coli m Escherichia coli + Enterococcus faecalis



En el grafico 3 se muestra la distribucion porcentual de los agentes etioldgicos aislados de
los sedimentos donde se observaron los morfotipos filamentosos, siendo el género
predominante Escherichia coli, no obstante Enterococcus faecalis estuvo presente en casi
la mitad de los cultivos pero con una menor cantidad de unidades formadoras de colonias
que E. coli.

De las bacterias con morfotipo filamentoso aisladas del sedimento urinario el agente
etiologico identificado es Escherichia coli en el 100% de las muestras; no obstante
en el 40% de los casos se obtuvo un cultivo mixto de E. coli con Enterococcus
faecalis (Grafico 3), a pesar de los aislamientos con Bioraptor la especie
predominante por numero de colonias fue E. coli pero existian escasas colonias de

E. faecalis.

La respuesta inmune innata en el tracto urinario que podemos medir en el examen
general de orina involucra principalmente el pH, la presencia de fagocitos y esterasa
leucocitaria, la proteina de Tamms-Horfall, y la presencia de células de distintas
partes del tracto urinario. La presencia de nitritos en orina y en ocasiones los
hematies son utilizados como indicadores de infeccidon de tracto urinario que se

basan en caracteristicas del metabolismo bacteriano®.

Grafico 5. Leucocitos y esterasa leucocitaria
Grafico 4. pH urinario en los grupos analizados.  entre los grupos analizados.
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Los graficos 4 y 5 muestran la comparacion de medias para la variable pH, esterasa y
leucocitos para los grupos, GC (n=31) y GF (n=31). El (*) indica diferencia significativa del
GF vs. GC para una p<0.05.

El estudio se realiz6 con tira reactiva para medir el pH y la esterasa leucocitaria en
el equipo automatizado iRICELL®2000 de Beckman Coulter®, después del analisis
estadistico de medias por t de student observamos que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos analizados.

Primero, analizando la variable pH (Estadistico t=0.67, T critico=2.00, p>0.05)
(Gréfico 4), observamos que la tendencia entre los grupos es similar con lo que
inferimos que el pH no es un inductor de la filamentacién y aparentemente no hay

relacion entre el pH y este fenomeno.

Respecto al analisis de los leucocitos y la esterasa leucocitaria, no se encontro
diferencia significativa entre la bacteriuria con células filamentosas y con bacilares
planctonicas (Leucocitos: estadistico t= 0.04, valor t critico=1.99, p>0.05) (Esterasa:
estadistico t=0.071, valor t critico= 2.01, p>0.05) (ver grafico 5). En cuanto a las
células presentes en los grupos analizados, las medias fueron muy similares, por lo
que en el analisis no hubo diferencias estadisticamente significativas (Estadistico t=
0.82, valor critico t= 2.00, p>0.05) (ver grafico 6).

Grafico 6. Células uroepiteliales en los grupos Grafico 7. Eritrocituria en los grupos en estudio
analizados.
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Los graficos 5 y 6 muestran la comparacion de medias para la variables de células epiteliales
y eritrocitos presentes en el sedimento de los grupos, GC (n=31) y GF (n=31). El (*) indica

diferencia significativa del GF vs GC para una p<0.05.



DISCUSION DE RESULTADOS

La comprensién del mecanismo infeccioso de UPEC ha crecido considerablemente
desde los primeros informes que detallaban las diferentes etapas en el proceso
infeccioso observado en modelos murinos de ITU” 9, UPEC ha sido un modelo
bacteriano utilizado para demostrar el complejo mecanismo de infeccion vesical, que
comienza con la adherencia e invasion de las células uroteliales de la vejiga,
posteriormente las bacterias se replican intracelularmente para formar comunidades
intracelulares densas de bacterias cocoides, clasificados como CBI's®7-1317.41 E]|
modelo propone que una subpoblacién dentro de estas tienen un proceso de
maduracion para formar filamentos que fluyen fuera de la célula urotelial infectada,
y posteriormente a través de la filamentacién reversa se producen bacterias
bacilares que tienen el potencial para reiniciar un nuevo ciclo de infeccion26:2841,
Cabe mencionar que no existen modelos de como sucede el mecanismo de infeccidn
en la uretra, siendo la celularidad predominante observada en el sedimento urinario,
en este estudio fueron identificados fendmenos similares a los descritos en urotelio
como adhesion bacteriana, CBl's y bacterias filamentosas, sugiriendo que el

mecanismo en este tejido sucede de manera muy parecida.

Utilizando microscopia de campo claro para el primer reconocimiento (100x), de
contraste de fases y fluorescencia para visualizar con detalle la septacion bacteriana
(1,000x) y la microscopia de barrido electronico para los ultradetalles (33,000x), se

logra observar, aislar y medir bacterias con morfotipo flamentoso mayor a 50 pm.

El hallazgo de bacteriuria significativa en conjunto con cilindros leucocitarios
(caracteristicos de pielonefritis), leucocitos activos, (individuales o agrupados) y la
positividad a nitritos son usados como marcadores clasicos de ITUs en todas sus
formas*>44. Recientemente se han descrito diversos morfotipos bacterianos
implicados en el desarrollo de la cascada uropatogénica®’:8 2426 | a guia europea
de uroanalisis (6.2.2.1) establece el analisis microscépico de campo claro y tincidon
supravital (Sternheimer-Malbin) para el reconocimiento inicial de estos marcadores®.



La tincion de Sternheimer-Malbin es una herramienta de diagnostico en el sedimento
urinario, tanto para el reconocimiento de la celularidad encontrada*® como para
diversas patologias urinarias*®48. Utilizando esta tincién se pudo reconocer en
microscopia de campo claro los morfotipos filamentosos (imagen 1b) presentes en
la orina de la poblacion estudiada, encontrando morfotipos de hasta 345.7 pm
(imagen 1 anexo 2); diferenciar células uroepiteliales (grafica 6), respuesta
leucocitaria (grafica 5) y hematuria (grafica 7). Por lo que el uso de esta tincion es
muy util en el diagndstico inicial de los morfotipos asociados a la cascada
uropatogénica, la respuesta inmune y el comportamiento de uroepitelio encontrado

en los pacientes con ITU’s.

El uso de microscopia de contraste de fases mejora la observaciéon del sedimento
urinario’. En este trabajo se pudo reconocer el morfotipo filamentoso (figura 2b)
presente y diferenciarlo de los filamentos de mucina y cilindros urinarios (figura 2a),
fibras o espermas en el sedimento urinario*®®'. Se reconocieron los morfotipos
bacterianos bacilares, cocoides (Imagen 3a) y los morfotipos filamentosos en el
proceso de reversibilidad a morfotipo bacilar (imagen 3b); fendmeno que ha sido
descrito para UPEC®% 53, Con esta microscopia se pudo semicuantificar la
leucocituria (grafico 5) distinguir la ausencia o presencia de bacteriuria significativa,
la presencia de uroepitelio (grafico 6), elementos importantes en el diagndstico de
cisititis®. No obstante la microscopia 6ptica podria ser equiparable si se realiza el
analisis de sedimento con colorante Sternheimer-Malbin, por personal capacitado.

La tincion de Gram es una de las técnicas mas empleadas mundialmente en la
observacion microscopica de estructuras bacterianas y desde su introduccién ha
sido solo ligeramente modificada 5% %6, Se pudo diferenciar mediante esta técnica de
tincion las caracteristicas de membrana de los uropatégenos aislados, encontrando
que de los especimenes con filamentacion el 100% de los casos fue Gram negativo
(Escherichia coli), y que los sedimentos contenian también bacterias Gram positivas
en el 40% de los casos (grafico 2). La filamentacion de Escherichia coli aislada es
una caracteristica de plasticidad morfolégica descrita para UPEC como un

mecanismo de resistencia a la fagocitosis” 2° y como parte importante en el



desarrollo de comunidades intracelulares bacterianas (CIBs) 26 57. Se reconocieron
y midieron morfotipos filamentosos con promedio de 153 pm (Imagen 4a),
dimensiones mayores a las descritas de 50 a 70 ym como parte de la cascada
uropatogénica’” 7. Y se identifico que el morfotipo cocoide Gram positivo en
asociacion con E. Coli que puede originar procesos infecciosos polimicrobianos que
resultd corresponder a Enterococcus faecalis®® % (figura 4a). También por esta
técnica de tincion se puede observar la variacion morfolégica de la bacteria aunque
con poco detalle, tanto el morfotipo filamentoso (imagen 4a) y posteriormente la
filamentacion reversa (figura 4b) 5 7-9 19, Estos datos sugieren que esta plasticidad
morfoldgica es utilizada como estrategia sélo por Gram negativos (E. coli) y que los
Gram positivos (E. fecalis) son participes importantes en la colonizacion pero no a

través de modificaciones en la expresioén de morfotipos 2% 26,

Mientras que algunas de las ventajas conferidas por la plasticidad morfoldgica de
UPEC ya ha sido reconocida, los mecanismos precisos detras de estos fendmenos
no han sido descubiertos en su totalidad. Se han usado con anterioridad anticuerpos
dirigidos al inhibidor Sul A y analizados en microscopio de fluorescencia,
evidenciandose el mismo morfotipo filamentoso que el encontrado en este estudio®.
No obstante se empledé una técnica de fluorescencia para observacion de la
continuidad bacteriana a través de cromogenos que brillan en presencia de acidos
nucleicos. Segun los autores®, el decolorante (alcohol-cetona) desestabiliza la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, removiendo parcialmente el
naranja de acridina; de tal forma que al incorporar la fluoresceina, se produce un
efecto de coloracién diferencial, donde las bacterias Gram positivas se tifien de
verde y las Gram negativas de naranja-rojo. De esta manera se puedo observar las
caracteristicas morfotipicas bacterianas ya que resaltan sobre un fondo obscuro y
obtener detalles que ayudan a identificar el microorganismo involucrado. En los
sedimentos, por medio de esta técnica, pudimos observar con mayor detalle el
fendmeno de filamentacion reversa, donde bacterias bacilares de diferentes
longitudes se desprenden de la filamentosa como se ha descrito en otras

publicaciones realizadas en modelos murinos®® 6",



La microscopia de barrido electrénico da la mejor resolucién de las bacterias
filamentosas respecto a otras técnicas de microscopia utilizadas en este analisis®.
Las bacterias analizadas por microscopia de barrido electronico (MBE) pueden ser
reproducidas como objetos tridimensionales en varios ambientes muy cercanos a su
apariencia natural pero deben tenerse consideraciones muy rigurosas en la
preparacion de los especimenes3® 40, Los hallazgos en las muestras analizadas con
MBE confirman el polimorfismo bacteriano en el sedimento urinario, se comprob¢ al
observar filamentos continuos mayores a 70 micras de longitud (imagen 5a y 6b),
valor que ha sido reportado como referencia para considerar una bacteria con
morfotipo filamentoso?®. De igual manera se observan variaciones en el tamafio de
los bacilos observados e incluso formas cocoides, lo que apoya la tesis de que la
variacion morfotipica esta relacionada con la supervivencia en el tracto urinario®®. La
transicién ciclica entre el morfotipo bacilar a cocoide a filamentoso proporciona un
marco de referencia sustentable para explicar la alta tasa de reincidencia en

pacientes con ITU.

Los resultados del cultivo bacteriano de las orinas con morfotipos filamentosos
concuerdan con los encontrados previamente en modelos murinos’ y en pacientes
con ITU®, Estos hallazgos son semejantes con los reportados en Estados Unidos
por Foxman'?, Justice y colaboradores®?, ademas del grupo de Hultgren*', y en
México por Salinas y colaboradores, donde Escherichia coli es el patdgeno mas
frecuentemente aislado de pacientes con ITUs3'. Ademas de Escherichia coli se
aislé otro patégeno: Enterococcus faecalis; que segun Horsley y cols., en el 2013 se
aisla de casos de ITU no complicadas®®. Si bien ya esta demostrado que Escherichia
coli es capaz de adherirse a las células uroteliales, invadirlas y escapar expresando
el morfotipo filamentoso® 7- 19 80; Enterococcus faecalis no era un patégeno que se
espera aislar, ya que no se ha demostrado a la fecha la expresion de variaciones
morfotipicas filamentosas. No se han reportado articulos que indiquen una
asociacion tendencial entre estos dos patogenos, sin embargo en 2013 se
demuestra in vitro la capacidad de Enterococcus faecalis para invadir células de

carcinoma vesical humano T24 transformadas®®, ademdas se encontraron la



presencia de Enterococcus faecalis dentro de las células uroteliales de pacientes
que manifestaban sintomas de ITU%. En el modelo murino en el que se estudia a
Enterococcus faecalis se ha demostrado que puede colonizar el tracto urinario y
persistir en los rinones, no obstante también se ha descrito que es rapidamente
eliminado del tracto urinario sin aparente inflamacion; sugiriendo que no puede
adherirse a las células®®. Con esta evidencia podriamos considerar que las cepas
aisladas en este estudio de Enterococcus faecalis no son contaminacion y su
hallazgo es mas significativo. Ha sido estimado que el 20% de mujeres que
presentan sintomas de ITU tienen cultivos negativos; éstos se consideran asi ya sea
porque no hubo crecimiento de bacterias, se aislaron mas de dos microorganismos
gue no son considerados patdégenos primarios, o el conteo de bacterias aisladas no
es igual o mayor a las reglas establecidas®® 64 65 Por lo que en general las
infecciones polimicrobianas son subestimadas todavia en los laboratorios de rutina
a pesar de la evidencia que sefiala una compleja interaccion entre bacterias y
hospederos®® -%2. Por lo que es necesario considerar analizar el modelo de infeccidn
de Enterococcus faecalis en tracto urinario para determinar si existe sinergismo con
Escherichia coli (como ya se ha demostrado con otras especies) o sean estrategias

de colonizacion independientes entre si 667,

Aunque no es totalmente claro cuales son los factores especificos que actian como
inductores de la filamentacion de Escherichia coli observada durante la ITU; estan
descritos como inductores de filamentacion en otros microorganismos la baja
actividad del agua y la interaccion con macrofagos®® €. No obstante se ha
demostrado por Klein que las altas concentraciones de sales urinarias no provocan

la filamentacion de UPEC®', alin es necesario estudiar otros posibles inductores.

Se ha descrito el pH urinario como protector de la colonizacion e infeccion del tracto
urogenital por UPEC, mediante la inhibicion de crecimiento, induciendo estrés y
regulacion negativa de proteinas criticas para la adherencia al huésped* 7°. En este
estudio el analisis estadistico sugiere que el pH no es inductor de la filamentacién
bacteriana al no encontrar diferencias significativas entre el morfotipo bacilar y el

filamentoso. Mientras que investigaciones recientes encontraron que cambios en el



pH son capaces de inducir la respuesta SOS por hidrolisis del represor’! no obstante
son limitadas las publicaciones que analizan el pH como variable en estudios de
ITU’'s y la cascada uropatogénica por UPEC. En 2015 Hultgren y cols., describen
que el pH puede ser un inhibidor de la expresion de pili tipo 1, pero reconocen que
se necesitan mas estudios para determinar cuales son los mecanismos que inhiben

la expresion de adhesinas, que son cruciales para el proceso patogénico’.

Los receptores TLR4 activan la secrecion de IL-6 e IL-8 en urotelio responsables de
la quimioatraccion de fagocitos, estos receptores detectan la fraccion lipidica del
lipopolisacarido (LPS) presente en las bacterias Gram negativas como UPEC, esta
molécula es similar entre bacterias con morfotipo filamentoso y bacilar por lo que la
quimioatraccion es igual en un morfotipo que en otro 2”3, siendo esto manifestado
en los resultados de este estudio (grafico 5). Estos hallazgos sugieren que la
filamentacion bacteriana no esta necesariamente esta asociada a la agresién por

polimorfonucleares.

En este estudio se analizaron también la cantidad de células epiteliales en el
sedimento, encontrando que es muy similar en ambos grupos, y no se hallaron
diferencias significativas entre ellos. Se ha descrito por Wachtler y colaboradores en
2001, que al haber una infeccidon, la severidad de ésta sera directamente
proporcional a la expresion y sefalizacion de TLR’s; es decir la tasa de exfoliacion
celular en un proceso de invasion bacteriana sera correspondiente con la activacion
de los receptores TLR3 78, El principal receptor en este proceso es TLR4 que es
activado por el LPS’3 78 por lo no habria motivos para que hubiera una mayor
respuesta inmune que induzca exfoliacion celular. Hultgren y colaboradores en 2008
describen que distintas cepas pueden tratar de colonizar el tracto urinario en un solo
in6culo, no obstante s6lo una cepa bacteriana sera capaz de superar todos los
obstaculos que representa la respuesta inmune y a través de los factores de
virulencia que posea conseguird instalarse en el tracto del hospedero®. Justice y col.
previamente sugirieron que SulA podria ser el responsable del proceso de
filamentaciéon de UPEC en un huésped inmunocompetente, que tenga la capacidad

de montar una respuesta inmune que induzca respuesta bacteriana tipo SOS?6. Esta



evidencia inductora de filamentacion mediada por SulA, bajo el ataque de las células
inmunes fagociticas, también ha sido descrita en otros patégenos, como Listeria
monocytogenes y Salmonella enterica serovar typhimurium, Helicobacter pylori, y
Acinetobacter baumannii’®®2, No obstante nuevos modelos experimentales usando
camara de flujo®% ', no observan defectos en la cepa UTI89 ASuIA, lo que sugiere
que esta proteina no es responsable de la filamentacién observada durante la
colonizacion superficial secundaria in vitro. Entre las cepas mutantes probadas
utilizando video microscopia, la cepa UTI89 AdamX era la unica que mostraba
ausencia de filamentacion, asi como defectos en la colonizacidn secundaria de las
células de urotelio vesical®2. No obstante no es descartable que el reclutamiento y la
interaccidon con los neutréfilos contribuyan de alguna manera la induccion de la
filamentacién in vivo de UPEC. De manera analoga es necesario que se realicen
estudios posteriores dedicados a demostrar las diferencias o similitudes de las
moléculas antigénicas de los morfotipos bacilares y filamentosos para esclarecer

esta cuestion.

La hematuria es un signo que puede involucrar muchos procesos: glomerulares,
renales no glomerulares y urologicos, se puede diferenciar de donde proviene la
hematuria segun la morfologia eritrocitaria en el sedimento, aunque no la
hemoglobinuria®®. Los grupos estudiados mostraron eritrocituria normérfica y en el
analisis estadistico no se encontré diferencias significativas para esta variable
(grafico 7). Con esto se pude inferir que las bacterias filamentosas no inducen mayor
hematuria en comparacion a las bacterias planctonicas. Pero la hemoglobina podria
ser una fuente constante de hierro, que es un recurso escaso y muy valioso en los
procesos infecciosos , en especial en el tracto urinario los uropatégenos como UPEC
tienen numerosos sistemas de recaptura y hemolisinas que la ayudan a obtener este
metal®® 8 no obstante parece que las bacterias con morfotipo filamentoso capturan
este mineral libre del medio urinario antes que provocar hematuria para conseguirlo,
aunque se desconoce aun si es porque es mas eficiente su captura debido a su
mayor superficie o porque no posee los factores de virulencia que le permitan

provocar hematuria®3,



El tamafio y morfologia de las bacterias filamentosas tienen alta similitud con las que
han sido observadas por Rosen, Justice y Hultgren en muestras de orina con

presencia de UPEC en humanos y también en el modelo murino 5 7- 18,24, 60,

Aunque no es de manera definitiva, el hallazgo de bacterias filamentosas de los
sedimentos por medio de los diferentes tipos de microscopia que se emplearon,
sugieren que los mecanismos de patogénesis en el tracto urinario de pacientes
ambulatorios con bacteriuria significativa y los modelos de ITU murinos ocurren de
manera muy similar, donde las bacterias que expresan el morfotipo filamentoso son

fundamentales para la exitosa colonizacién.

Todo esto apoya la teoria de que UPEC puede adoptar mas de una estrategia para
alcanzar una morfologia filamentosa, provocada por una respuesta de estrés SOS
durante un ataque inmunolégico, asi como una induccién mediada por DamX en
paralelo, provocada por las condiciones de crecimiento fisicoquimicas e

hidrodinamicas generales presentes en la vejiga®? 84

A pesar de los esfuerzos de distintas instituciones especializadas en el analisis de
la orina y en general de urologia; la efectividad de los diagndsticos y tratamientos
son muy inespecificos y sus dafios colaterales llegan a superar sus beneficios. La
tasa de reincidencia en pacientes que presentan ITU no complicada es considerable

siendo reflejo del poco éxito terapéutico.

Las guias actuales como la de la Asociacion Europea de Urologia consideran
determinantes a las caracteristicas del agente causal, enfatizando en su
caracterizacion y sus patrones de susceptibilidad a antibiéticos, mencionando que
se debe analizar la virulencia del patégeno, no obstante no ofrece pautas o

indicadores que puedan medirse para evaluar dicha virulencia.

Los analisis de identificacion de genes que codifican para factores de virulencia son
en ocasiones costosos y no necesariamente implica que la posesion de tales genes
resulte en su expresion o que las proteinas resultantes tengan una funcion real

dentro del mecanismo de infeccion.



Esto sumado a la falta de un patrén molecular especifico que caracterice a un
uropatogeno, inclusive en el caso de UPEC donde no es posible realizar una
definicion precisa sobre cual o cuales son los factores de virulencia de una cepa
uropatégena®. Algunos estudios sefalan la prevalencia de algunos grupos
filogenéticos y serotipos mas frecuentemente encontrados en los pacientes con ITU,

pero no son especificos para cepas de E. coli capaces de colonizar tracto urinario.

Una situacion similar ocurre con las variaciones morfotipicas, que si bien estan
descritas en cepas capaces de producir ITU en pacientes; siendo el morfotipo
filamentoso el mas frecuentemente observado, presentandose en un 44% segun
reporta Rosen en un analisis con pacientes que padecian cistitis aguda no
complicada, mientras que en un grupo de mujeres clinicamente sanas no se

observaron las bacterias filamentosas.

Los conteos bacterianos en cultivos son decisivos para el diagnéstico de ITU y se
pueden ver afectados por las variaciones morfotipicas que se describen en el
mecanismo de uropatogenicidad de UPEC. La densidad bacteriana en la orina
puede no correlacionar con la cantidad de bacterias adheridas al tejido e incluso no
observarse bacteriuria mientras que un numero significativo de patégenos trata de
invadir las células del tejido. Por otra parte las bacterias interiorizadas en vesiculas
y en células con CBI pueden dar conteos aproximados a las 100 000 UFC/mL, no
obstante pueden no ser liberadas o sedimentar dentro de la muestra, impactando
directamente en el conteo del urocultivo y provocando falsos negativos. Finalmente
las bacterias filamentosas pueden llegar a originar 35 bacterias hijas, pero si son
cultivadas puede traducirse unicamente en una UFC impactando de manera similar

en el diagnéstico como las CBI

En esta investigacion se obtuvieron evidencias relevantes que refuerzan los
hallazgos de estas variaciones morfotipicas descritas por otros autores, donde ya se
ha demostrado que el morfotipo filamentoso esta altamente relacionado con una
mayor supervivencia bacteriana en el tracto urinario® & 17, 20, 25, 26, 28,52 - gjendo el
posible responsable de infecciones cronicas que producen una considerable

disminucion en la calidad de vida de los pacientes y generan grandes costos en



atencion medica ademas de fomentar el aumento de la aparicion de bacterias

resistentes a antimicrobianos'? 52,

Por lo que se deben planear soluciones integrales para enfrentar este problema de
salud publica, diseiando esquemas idoneos para el correcto analisis de la
bacteriuria que contemple incluir técnicas de analisis especificos para observar y
distinguir las caracteristicas morfotipicas bacterianas presentes en el sedimento
urinario.

Las observaciones de este y los estudios anteriores?® 52 60 con metodologias
diferentes sugieren que la fase filamentosa de la infeccion UPEC debe ser transitoria
y reversible con el fin de asegurar la progresién de las infecciones urinarias del
episodio primario; reflejando la complejidad del mecanismo de infeccién de UPEC?34,
ya que incluso en una comparacién de perfiles de transcripcion de UTI89 durante las
tres fases de infeccidn, reveld la expresion temporal de varios genes implicados en
la divisién celular, lo que indica un cambio en los niveles de patrones de expresion

de genes durante la filamentacién en comparacion con las CBI’s y de planctonicas®?.

Siendo asi, es indispensable confirmar por técnicas mas sensibles, que
efectivamente las bacterias filamentosas que pueden encontrarse en orinas de
pacientes con bacteriuria son una entidad bacteriana, con el fin de estudiar su
posible potencial como indicador de ITU por patégenos que realicen mecanismos de
infeccion que impliquen alta virulencia bacteriana. También hace necesarios
estudios mas especificos que ratifiquen la expresion de factores de virulencia en

bacterias con morfotipo filamentoso en sedimento urinario.

Los mas de 20 anos de investigacion del mecanismo de UPEC en los modelos de
tracto urinario murino y humano ya existe la suficiente evidencia que respalda que
el hallazgo de morfotipos filamentosos en el sedimento urinario pueden emplearse

como un coadyuvante en el diagnéstico de infeccion de tracto urinario.



CONCLUSIONES

El morfotipo filamentoso observado en sedimento urinario con microscopia de campo
claro, contraste de fases, fluorescencia y barrido electrénico tiene mucha similitud
con los estudiados en el modelo murino y debe comprobarse por técnicas mas

especificas que es una unica entidad microbiana.

Escherichia coli es el principal patdégeno asociado al morfotipo filamentoso ya que
fue aislado en el 100% de los sedimentos analizados, ademas es necesario estudiar

la participacion de Enterococcus faecalis.

La frecuencia del morfotipo bacteriano filamentoso en tracto urinario es mayor en
mujeres, sin un intervalo de edad determinado y sin factores de riesgo adicionales a

los de una bacteriuria de 3 cruces.

No existe diferencia significativa entre esterasa leucocitaria, pH, leucocitos y células
epiteliales en sedimento urinario entre pacientes con bacteriuria bacilar y bacteriuria

con morfotipos filamentosos.

El morfotipo filamentoso debe ser estudiado como un posible indicador util en el
diagndstico de infecciones de tracto urinario causadas por Escherichia coli.

Es necesario analizar la aplicabilidad de la identificacion de morfotipos bacterianos

como coadyuvante del diagnostico de infecciones de tracto urinario.
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ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento de Examen general de orina en iRICELL®2000.

Anexo 2. Microfotografias bacterias filamentosas.



