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“Aerococcus urinae”: un patogeno poco frecuente
en infecciones del tracto urinario, asociado a
pacientes con patologia urinaria subyacente
Aerococcus urinae: a rare pathogen in urinary tract infections,
associated with patients with underlying urinary pathology

Pérez S., Recio JL, Pefia A., Cabrera JL., Chueca N., Garcia F.
Microbiologia Clinica, Hospital Universitario San Cecilio. Granada

Resumen Palabras clave: Infeccion del
Introduccion: Aerococcus urinae es un patdgeno urinario poco frecuente que ha sido asociado en la bibliografia a pa- tracto urinario, patologia
cientes en la tercera edad, con patologia urinaria subyacente. La mala identificacion mediante pruebas bioquimicas urinaria subyacente, aerococcus
convencionales, su baja tasa de aislamiento y la similar morfologia con otros microorganismos considerados como urinae, trimetropim-

flora normal en el tracto urinario, hacen de este microorganismo un gran desconocido. sulfametoxazol, MALDI-TOF

El objetivo de este trabajo fue determinar la implicacion clinica de Aerococcus urinae en pacientes con infeccion
urinaria, estudiando la relacion existente descrita en la bibliografia con pacientes en la tercera edad, con patologia
urinaria subyacente. Asimismo, debido a su infradiagnéstico en infeccidn urinaria (ITU), se evalud la utilidad de la es-
pectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker) como modelo diagndstico confiable en el laboratorio de microbiologia.
Material y métodos: Se realizd un estudio prospectivo en pacientes con infeccidn urinaria desde mayo a septiembre
de 2014. Se estudiaron los perfiles de sensibilidad a los antimicrobianos frecuentemente utilizados en infeccion
urinaria. Se registraron los datos clinicos mds importantes de los pacientes con un recuento positivo para A. urinae.
Resultados: De las 9261 muestras de orina analizadas, 1513 muestras resultaron tener un recuento mayor a 100.000
UFC/mL. A. urinae fue aislado en 3 casos, y la identificacién por MALDI-TOF fue fiable a nivel de género y especie (
score > 2), siendo contrastada mediante secuenciaciéon ARNr 16S. Todos los pacientes que desarrollaron infeccién
urinaria por A. urinae, fueron pacientes en la tercera edad con una patologia subyacente, siendo en todos los casos
este microorganismo resistente a trimetropim/sulfametoxazol.

Conclusiones: La implicacion de A. urinae como patdgeno urinario, en pacientes con patologia urinaria de base, la di-
ficultad en su diagndstico, y la alta tasa de resistencia de este microorganismo a trimetropim/sulfametoxazol, hacen
recomendable establecer una especial atencién en los métodos diagndsticos utilizados.

Abstract

Introduction: Aerococcus urinae is an uncommon urinary tract pathogen that has been associated in the literature Keywords: Urinary tract

for older patients with underlying urinary pathology. Misidentification by conventional biochemical tests, their low infection, underlying urinary
rate of isolation and similar morphology to other microorganisms considered as normal flora in the urinary tract, pathology, aerococcus

makes this organism a great unknown. urinae, difficult diagnose,

The aim of this investigation is to determine the implication of Aerococcus urinae as the cause of urinary tract infec- trimetropim-sulfamethoxazole,
tions, studying the relationship described in literature in elderly patients with underlying urinary pathology. MALDI-TOF

Material and methods: A prospective study on patients with urinary infection, from May to September 2014 was
performed. Urine-cultures with a significant bacteria and suspicious of A. urinae, were identified by means of MAL-
DI-TOF system, and contrasted with ARNr 16S sequencing. Profiles of antimicrobial susceptibility frequently used
in urinary tract infection were studied. Clinical data for patients with positive urine cultures for A. urinae were
registered.

Result: 9261 urine samples were analyzed, 1513 samples had counts greater than 100,000 CFU / mL. A. urinae was
isolated in 3 cases, and identification by MALDI-TOF was reliable genus and species level (score > 2), being proven
by sequencing 16S rRNA. All patients who developed urinary infection by A. urinae were elderly patients with un-
derlying pathology, and this microorganism resistant to trimethoprim / sulfamethoxazole.

Conclusions: The A. urinae overt implication as urinary pathogen, the high rate of resistance of this organism to
trimethoprim / sulfamethoxazole, and its difficulty to diagnose, urge to pay special attention to the diagnostic
methods applied.
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INTRODUCCION

La implementacion de la espectrometria de masas MS MAL-
DITOF® Autoflex Il (Bruker Daltonics) (Matrix-Assisted Laser Des-
orption/lonization) en el diagndstico etioldgico en el laboratorio de
microbiologia, ha permitido la identificacion de nuevos microorga-
nismos de dificil diagndstico a través de métodos tradicionales. Este
es el caso de Aerococcus urinae (1) , microorganismo que se ha re-
lacionado con bacteriemia, endocarditis, infeccion urinaria, pielone-
fritis, meningitis, infeccién de piel y partes blandas, espondilodiscitis,
linfadenitis, artritis y peritonitis. Actualmente este género engloba
a 8 especies diferentes; Aerococcus viridans, A. urinaeequi, A. chris-
tensenii, A. urinaehominis, A. sanguinicola, A. suis, A. vaginalis y A.
urinae, siendo esta la principal especie causante de ITU.

La identificacidn clasica, mediante sistemas convencionales ba-
sados en caracteristicas bioquimicas, es a menudo errénea (2,3), por
lo que probablemente este microorganismo, causante de diferentes
infecciones en el ser humano, se pueda estar infradiagnosticando.

Por todo ello, el objetivo de este estudio se centro en demos-
trar la implicacion clinica real de A.urinae como agente causante de
infeccion urinaria a través de la espectrometria de masas MALDI-TOF,
la técnica permite la deteccion del tiempo de vuelo mediante un de-
tector de iones TOF (Time-Of-Flight) para las diferentes biomoléculas
del microorganismo. La ionizacion producida por la irradiacién de un
laser pulsado sobre estas biomoléculas permite medir el tiempo de
vuelo generandose un espectro representado como la intensidad de
los iones frente a la relacién masa/carga (m/z) que es comparado
con una amplia libreria de espectros de referencia generados para
otros microorganismos. Se obtiene un score de intenfificacién de 0
a 3 en funcion de la fiabilidad en la identificacion obtenida ( identi-
ficacion fiable a nivel de género y especie score > 2, identificacion
fiable Unicamente a nivel de género score de 1.7 a 1.9, identificacion
no fiable score <1.7 ). Asimismo, la identificacién fue comparada con
otras técnicas de diagndstico clasico que utilizan pruebas bioquimi-
cas, como Api 20 Strep® (Biomerieux) o WIDER®(Soria Melguizo). La
lectura automatizada mediante el sistema WIDER utiliza para la iden-
tificacion de microorganismos e interpretacion de la sensibilidad an-
tibidtica, un analizador de imagenes por vision artificial. Los paneles
para lectura automatica incorporan diferentes pruebas bioquimicas
en diferentes pocillos y distintas concentraciones de diferentes anti-
bidticos para el estudio de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).
La identificacion utiliza pruebas convencionales y cromogénicas mo-
dificadas y se basa en la deteccion de cambios de PH, utilizacion de
sustratos y crecimiento en presencia de agentes antimicrobianos
después de 16-48 horas de incubacién a 352C.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron de forma prospectiva, todas las orinas recibidas
en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario San
Cecilio de Granada (Espafia), desde Mayo a Septiembre de 2014. En
este periodo se analizaron 9261 muestras de orina, a las cuales se
le solicitaba la realizacion de urocultivo. Inicialmente se realizé un
screening de orina basado en citrometria de flujo mediante el siste-
ma UF1000i, para el recuento de leucocitos, bacterias y levaduras en
orina. Todas las muestras que resultaron positivas para cualquiera de
estos parametros fueron inoculadas en agar sangre (AS) y agar Mac-
Conkey y se incubaron a 372 C durante 18-24 horas, para posterior
recuento.

Todos los aislamientos con un recuento mayor a 100.000
UFC/mL, en las que se aislaba una colonia alfa-hemolitica en cul-
tivo puro, se sometieron a identificacion directa de la colonia,
por espectrometria de masas MALDI-TOF, afiadiéndose 1ul de
matriz (dcido-alfa-ciano-4-hidroxicinamico) para la realizacion de
una lectura automatizada en el sistema MALDI-TOF, el cual posee
un software (FlexAnalysis Biotyper 3.3), para el andlisis de los di-
ferentes espectros (perfiles proteinicos con rango de masas de
100-1000 Da). Asimismo, los aislados fueron contrastados con se-
cuenciaciéon ARNr 16S. Ademas, todas las muestras en las que fue
aislado A.urinae, fueron identificadas de forma paralela a nivel de
especie mediante WIDER y Api 20 Strep®.
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El perfil de sensibilidad a antimicrobianos se realizd6 mediante
E-Test en Mieller-Hinton (MH), utilizando un indculo de 0.5 McF.

A todos los pacientes diagnosticados clinicamente con infec-
cion urinaria por A. urinae se les registraron los siguientes datos clini-
cos: edad, sexo, antecedentes generales, presencia de patologia uri-
naria subyacente, sindrome miccional, leucocitos y nitritos en orina,
tratamiento antibidtico y evolucion clinica.

RESULTADOS

De las 9261 muestras de orina analizadas, 1513 muestras re-
sultaron tener un recuento mayor a 100.000 UFC/mL. A. urinae fue
aislado en 3 casos. La colonia fue identificada en todos los casos me-
diante Api 20 Strep® como Aerococcus viridans tipo 2, mientras que
mediante el sistema Wider® se identificé como Streptococcus angi-
nosus. La identificacion mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF como A.urinae fue contrastada con secuenciacion ARNr 16S en
todos los casos.

Los datos clinicos quedan reflejados en la tabla 1. Todos los
pacientes mostraron una evolucién clinica favorable, al tratamiento.

Caso clinico Caso 1 Caso 2 Caso 3
Edad (Afios) 62 77 78
Sexo (V/M) \% \% M
Cuadro clinico
(P/NP)
Sindrome
miccional P P p
Patologia
urinaria P(a) P(b) P(c)
subyacente
Patologia
cardiovascular P(d) Ple) P(f)
o .
N2 Leucocitos/ 965 102 60.7
uL
Nitritos(POS/
NEG) NEG NEG NEG
o .
N Ba;tle”as/ 112317 42131.2 321232
cM I(mg/ L)
Penicilina <0.016 <0.016 <0.016
Fosfomicina 3 8 3
Trimetropim-
Sulfametoxazol >32 >32 >32
Gentamicina 3 4 3
Ciprofloxacina 1 3 1
Tratamiento
P ETIo FOS AMX/CLAV CIP
V:Varén; M: Mujer; P: Presencia; NP: No presencia; POS: Positivo; NEG: Negativo; R:
Resistente; S: Sensible;  AMX/CLAV: Amoxicilina-Clavuldnico; FOS: Fosfomicina; CIP:
Ciprofloxacina; ND: No descrito; (a): Estenosis uretral; (b): Hiperplasia benigna de préstata;
(c): Pérdida del control vesical; (d): Hipertension arterial; (e): Hipertension arterial con
cardiopatia hipertensiva que desencadena en ictus; (f): Cardiopatia hipertensiva.

Tabla 1. Resumen de los 3 casos con urocultivo con recuento
positivo para Aerococcus urinae.
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DISCUSION

La implicacion de A.urinae como agente causante de ITUs
(2,4,5,6,7), estd ampliamente referida en la literatura. Sin em-
bargo, se ha asociado a una baja prevalencia, y los estudios
muestran que A.urinae presenta una tasa de aislamiento de
todas las muestras enviadas al laboratorio que varia entre un
0.25-0.8 % 8, hecho que con mucha probabilidad se deba a un
infradiagndstico microbioldgico, ya que la utilizacion de técnicas
clasicas basadas en caracteristicas bioquimicas no son siempre
concluyentes (2,3).

Resulta cuanto menos llamativa, la relacion etioldgica de
A. urinae reflejada en la bibliografia con pacientes en la tercera
edad, que a su vez, presentan con gran frecuencia cuadros hiper-
tensivos con una patologia urinaria subyacente (2,4,5,6,9,10).
En nuestro estudio todos nuestros pacientes eran pacientes
en la tercera edad y presentaban una patologia urinaria sub-
yacente. Recientemente ha sido demostrada la implicacién de
A. urinae en la formacién de biopeliculas en sangre (11), hecho
que pone de manifiesto en estos pacientes un posible riesgo de
endocarditis infecciosa.

Aungue actualmente no existe un comité que establezca
puntos de corte de sensibilidad antibidtica para A. urinae, ésta
debe inferirse utilizando puntos de corte establecidos para es-
treptotococos del grupo viridans (12). A. urinae se considera
con alta frecuencia sensible a penicilina en concentraciones mi-
nimas inhibitorias (CMI) inferiores a 0.25 mg/L y todos nuestros
aislados tuvieron una CMI inferior a 0.16 mg/L. Asimismo, como
ocurre en el caso de los estreptococos del grupo viridans, el uso
de un aminoglucésido en monoterapia, para tratar a especies de
este género, es poco efectivo. Sin embargo, el uso combinado
con un B-lactdmico, en cepas con bajos niveles de resistencia
a gentamicina (CMI<128 mg/L) aumenta su actividad, debido a
la accidén sinérgica de ambos (13). En todos nuestros aislados
existié una resistencia de bajo nivel a gentamicina (1-3 mg/L).
Otros antibidticos como la fosfomicina, utilizada con frecuencia
en las infecciones del tracto urinario, demostraron ser efecti-
vos. Nuestros aislados tuvieron un bajo nivel de resistencia a
fosfomicina (CMI entre 3-8 mg/L), estando descrita en la biblio-
grafia una CMI90 de todos los aislados de A.urinae en torno a
32 mg/L, utilizando como punto de corte el establecido para
enterobacterias (debido a la inexistencia de puntos de corte
para estreptococos del grupo viridans)(14). En consonancia
con otros estudios publicados, A.urinae presentd una alta re-
sistencia a fluoroquinolonas, todos nuestros aislados tuvieron
una CMI por encima de 1 ( 1-3 mg/L), siendo sensible con CMls
inferiores a 0.5 mg/L12. Un tratamiento antibidtico alternativo
en pacientes alérgicos a penicilinas o a fluoroquinolonas, como
trimetropim-sulfametoxazol, recomendado por la Sociedad de
Enfermedades Infecciosas de Estados Unidos y la Sociedad Eu-
ropea de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas para cistitis
o pielonefritis (15), podria desencadenar con alta probabilidad
un fracaso terapéutico. A. urinae presenta con gran frecuencia
resistencia a éste antibiotico. A. urinae presentdé una CMI por
encima del limite de deteccidn de resistencia mediante E-Test
(CMI>32 mg/L) en todos nuestros aislados. Por consiguiente, la
amoxicilina o fosfomicina como terapia alternativa (12) serian
antibidticos adecuados en el tratamiento de las infecciones uri-
narias por A.urinae.

En nuestro estudio destacamos la mala identificacion
bioquimica a nivel de especie realizada por el sistema APl 20
Strep®, mediante el cual todos los aislamientos confirmados
como A. urinae se clasificaron como Aerococcus viridans tipo
2, o los sistemas automatizados tipo Wider® que lo identifican
como Streptococcus anginosus. Ninguno de estos sistemas con-
templaba codificacion numérica para la identificacidn de A. uri-
nae. Debido a ello, recomendamos que, tras una sospecha de
aislamiento se realice una tinciéon de Gram, pues a diferencia
de otros Estreptococos del grupo viridans, A. urinae conforma
agregados en tétradas. Para una identificacion final mas exhaus-
tiva a nivel de especie existen pruebas bioquimicas diferenciales
de A. urinae descritas en la bibliografia, A. urinae es LAP positivo
y PYR negativo, siendo estas dos pruebas bioquimicas claves en
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el diagndstico diferencial con otros Estreptococos alfa-hemoliti-
cos como A. viridans tipo 2 0 S. anginosus.

La baja prevalencia que se ha descrito para este microor-
ganismo puede también deberse a que, a su vez A. urinae guar-
da una gran similitud en el diagndstico a primera vista con otras
colonias consideradas microbiota habitual del tracto genitouri-
nario, por lo que subrayamos que su identificacién podria estar
siendo subestimada en la mayor parte de los laboratorios de
microbiologia clinica.

Existen técnicas de identificacion de microorganismos
cada vez mas potentes, como la espectrometria de masas MAL-
DI-TOF, avaladas en la bibliografia8 por ser herramientas efica-
ces en la identificacion rapida si se trata de microorganismos
de dificil diagnéstico. Actualmente, la espectrometria de masas
MALDI-TOF esta teniendo cada vez una mayor presencia en el
diagnostico microbioldgico de rutina en hospitales de referen-
cia, debido a su gran rapidez, sensibilidad y especificidad. En
nuestro estudio todos nuestros aislados fueron filiados de ma-
nera correcta mediante ésta técnica, con un score de identifica-
cion > de 2 y confirmados como A.urinae mediante PCR.

CONCLUSIONES

En resumen, presentamos la primera serie descrita de 3
casos clinicos de infeccidon urinaria por A.urinae en Espafia, pre-
sentando una prevalencia del 0,001%. Creemos que pese a su
baja tasa de aislamiento, se deben extremar las precauciones
para no subestimar la presencia de este microorganismo como
agente causante de ITU, y recomendamos la tecnologia MALDI-
TOF como la mejor herramienta para su identificacion.
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