Corynebacterium
urealyticum

A RAZON DE DOS CASOS
CLINICOS, UN RETRATO
MICROBIOLOGICO



Corynebacterium_urealyticuny:

N muestras analizadas

Periodo estudiado: julio 2006 a
diciembre 2010

Lugar: Sanatorio Argentino, clinica
privada, San Francisco, Cba.

NO de urocultivos procesados de
pacientes internados (adultos): 1.506

NO de urocultivos positivos: 460
NO de urocultivos negativos: 1.046



Corynebacterium urealyticunn:

presentacion de casos

gg ;Ie urocultivos positivos con recuperacion de Escherichia coli:

NO de urocultivos positivos con recuperacion de otras bacterias
Gram negativas entéricas (Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilisy Citrobacter freundii): 47

NO de urocultivos positivos con recuperacion de BNNF
(Pseudomona aeruginosa): 12

N© de urocultivos positivos con recuperacion de Enterococcus
faecalis. 34

NO de urocultivos positivos con recuperacion de otros cocos
Gram positivos (Str?é)tococcus agalactiae, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus aureus): 72

N© de urocultivos positivos con recuperacion de bacilos Gram
positivos (Corynebacterium urealyticun): 2



Corynebacterium urealyticum:

Paciente n° 1:
75 anos
sexo masculino

cardiaco cronico, diabético,
hipertenso, fumador

antecedentes de internaciones
sondado

con antibiotico-terapia reiterada
por IU

Aislamientos previos en orina:
Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa
Enterococcus faecalis
Corynebacterium urealyticum.

CaSo0S

Paciente n° 2:
65 anos
sexo masculino
diabético , EPOC,
antecedentes de internaciones
sondado

con antibiotico-terapia reiterada
por IU

Aislamientos previos en orina:
Escherichia coli,

Enterococcus faecalis
Corynebacterium urealyticum




ESTADISTICA: UROCULTIVOS POSITIVOS Y
NEGATIVOS
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ESTADISTICA: PORCENTAJE DE RECUPERACION
TOTAL
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ESTADISTICA: BACILOS GRAM NEGATIVOS
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ESTADISTICA: COCOS GRAM POSITIVOS
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Comparacion de urocultivos positivos respecto al
- total de internados

BGN CGP BGP

Otros CGP

Pseudomona | 0.79%
aeruginosa




Comparacion de urocultivos positivos respecto al
total de internados
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N

AEROBIOS

/

M BACILOS GRAM POSITIVOS

/ IRREGULARES
Bacterias corineformes: no
esporuladas,
no AR.
Ademas de corineformes,

relacionados

o

~

incluye muchos otros géneros

/

-

N

REGULARES

Erhysipelotryx, Kurthia

N

Bacillus, Listeria, Lactobacillus,

J

|
/ ACTINOMICETOS \
*AR (Nocardia, Rhodococcus,
Mycobacterium,
Gardnerella)
*No AR
*Incluyen géneros anaerobios que
abarcan especies aerotolerantes:
Clostridium tertrium

\ *Cocos con forma /



BACILOS GRAM POSITIVOS

- IDENTIFICACION: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE 10 LINEA

Gram
Catalasa
Metabolismo
Lipofilicidad
Ureasa
Pigmento
Hemolisis



Bacilos Gram positivos aerobios

CATALASA

POSITIVA NEGATIVA
Corynebacteriumy Lactobacillus
géneros relacionados Erysipelothrix
Propionibacterium spp. Actinomyces. existen
Bacillus excepciones
Listeria. existen Arcanobacterium
EXCEPCIONES Gardnerella
Kurthia Actinobaculum
Actinomicetos aerobios P. propionicum

Bifidobacterium

Clostridium spp.



M BACILOS GRAM POSITIVOS

Aerobios irregulares

l

Catalasa positiva

|

Corineformes
— ! \
No lipofilicos Lipofilicos No lipof
fermentadores no ferm




Especies de Corynebacterium

Con mecanismo

lipofilicos

Con metabolismo

oxidativo

C. urealyticum
C. jeikeium

C. afermentans ss
liphophilum

C. lipophiloflavum

fermentativo

C. kroppenstedtii
C.gr. F1

C.gr. G

C. accolens

C. diphtheriae ss
Intermedium



Metodologia empleada en la identificacion
de microorganismos corineformes

Caracteristicas fenotipicas
* Métodos convencionales

* Métodos rapidos: API Coryne (98% coincidencia) y
sustratos fluorogénicos

Investigaciones quimiotaxonomicas (lab. ref.):
* analisis de la pared celular

* analisis de acidos grasos celulares

* Cromatografia de alta resolucion (HPLC): acidos
micolicos

Técnicas moleculares: 16 S RNA ribosomal y PCR



N Corynebacterium spp.

Patogenos

N /

1
OPORTUNISTAS EN ANIMALES D A TOGENDS PRIMARIOS
C. pseudodiphthericum C. renale . .
C. urealyticum (D2) C. bovis C. diphtheriae
C. jeikeium A. pyogenes C. ulcerans
R. equi R. equi C. pseudotuberculosis
C. striatum C. kutscheri A. haemolyticum

\ C. amycolatum / K C. cystitidis / \ /




Corynebacterium spp.:
écuando lo tipificamos?

Si el aislamiento es relevante desde el punto de vista
clinico

Si se ha aislado en cultivo puro o es el
microorganismo predominante de una infeccion mixta

Cuando el aislamiento proviene de fluidos estériles:
sangre, LCR u otros

Cuando el microorganismo se encuentra en un alto
n° en las muestras clinicas (orina: mas de 10.000
ufc/ml, monomicrobiano)

Cuando el aislamiento se repite en una 2° muestra
clinica



Infecciones por Corynebacterium y
microorganismos relacionados

Inmunodepresion y neutropenia
Cateterismo

Interrupcion de barreras mucocutaneas
IRC

Tratamiento antibiotico (cepas
multirresistentes)

Otras maniobras invasivas
Protesis cardiaca, osteoarticulares, shunt V-P



N Corynebacterium urealyticum

Dominio: bacteria

Grupo: bacteria Gram positiva (+)
Orden: Actinomycetales

Familia: Corynebacteriaceae
Género: Corynebacterium
Denominacion anterior: Coryneb. D2

Rev Chil Infectol, v26 n6, dic 2009



W  Caracteristicas generales

Habitat: piel

Lipofilico e
- Lp S positiva
Imuitire répida

Enfermedad
infecciosa

Asacarolitico

Factores
predisponente




Corynebacterium urealyticum
N Identificacion

Gram: bacilos Gram positivos irregulares, lados curvos J no
paralelos, frecuentemente agrupados ( a veces se puede obs.

14

cocobacilos con morfologia mas cocoide que bacilar)

Observacion macroscopica de las colonias: puntiformes, mas
I<%rand¢s_, luego de 48 hs., blancas, lisas, convexas, no
emoliticas

Aerobio estricto

Ureasa + rapida (medio Christensen) A
Lipofilico multi R [
Catalasa + S P . 5
Nitratasa — -, b -
Crece a 37°C en ASC 5% y ACH = B> g
Sistema API Coryne T =



1 Corynebacterium urealyticum




Corynebacterium urealyticum

Medio selectivo: ASC suplementado con
1% Tween 80, ticarcilina (100 ug/ml),
fosfomicina(50ug/ml), cefotaxima (32 ug/ml)
y 5-fluorcitosina (200ug/ml).

No se recomienda usarlo de rutina, debido a
la baja incidencia de este microorganismo.
Ademas, se puede obtener facilmente su
desarrollo en medios comunes enriquecidos,
a pesar que el porcentaje de recuperacion es
1,17% a 0,038% respectivamente.

Journal of Clinical Microbiology,
May 1994, p1395-1396




Corynebacterium spp:
secuenciacion genética

Con la ayuda del sistema Genome

Sequencer se ha podido develar el
enoma de la cepa tipo DSM 7109.

gcromosoma circular). La secuenciacion

el genoma ha demostrado que este
organismo:

Carece de sistemas potenciales para la

asimilacion de azucares, incapacidad para
fermentarlos

Produce una potente ureasa (virulencia)
Lipofilico (accion de lipasa) (virulencia)

Enferm Infecc Microbiol Clin,
2009;27(1);5-6




Corynebacterium urealyticum
B  mecanismos de patogenicidad

Ureasa: posee un locus para ureasa (gen
ure), pero no hay genes que lo regulen (gen
represor de la ureasa). La alta capacidad
urealitica de este organismo se puede deber
a una doble derrepresion de la expresion del
gen de la ureasa

Lipofilica: carencia del gen sintasa para AG,
tiene que obtener acidos grasos exogenos,
esto induce lesion tisular en el huésped.

Enferm Infecc Microbiol Clin.
2009; 27(1):5-6



Corynebacterium spp.:
B  mecanismos de patogenicidad

Union de la bacteria a la Dos genes asociados a la
celula huesped: sintesis de biofilm:
Favorecida por el gen que
codifica para una estructura Sur A

similar a los pilis y por una

! ifica del pil
sortasa especifica del pili. Gen (aap)

Corynebacterium urealyticum
puede formar pilis
|:>rote|naceos capaces de unir

bacteria a la célula
huésped, usando
subunidades fimbriales y ala
sortasa

Enf Inf Microbiol Clin
2009;27(1),5-6



Corynebacterium urealyticum
B  mecanismos de patogenicidad

SUR A: codifica para una proteina unida a la
superficie bacteriana que es muy similar a la
Bap de estafilococo con secuencias tipicas C-
terminal repetidas en la secuencia de aa

GEN (aap): codifica para una proteina unida
a la superficie bacteriana similar a las
proteinas Aap de estafilococo que estan
asociadas a la acumulacion, también con
secuencias C- terminales cortas

Enf Inf Microbiol Clin. 2009;
27(1),5-6



Corynebacterium urealyticum
enfermedades infecciosas

ITU INF SITIOS POCO FREC

<

Bacteriemias

Cistitis incrustadas

alcalinas B
Inf urinarias sin Endocarditis
litiasis Osteomielitis
Pielonefritis Infecciones de

pielouretritis heridas



Corynebacterium urealyticum
patogeno oportunista del aparato urinario

Se ve favorecido por inoculo abundante
(seleccion antibiotico) y maniobras que
faciliten la penetracion del microorganismo:
sondaje, citoscopia, cirugia, transplante

Responsable de cuadros de cistitis aguda y
cronica (incluida la cistitis incrustante),
pielonefritis, pielouretritis, sepsis

Transplante de rifnon: pielitis incrustada y
otras patologias que pueden conducir a la
perdida del organo



Corynebacterium urealyticum:
un poco de historia

Cistitis incrustante: ano 1914 asoc a infecciones por
mlcroorgamsmos urealiticos

25 anos después: se demostrd una rara bacteria
corineforme gr D2 del CDC.

Entre 1985-1992, un grupo de investigacion de
Madrid, Espana, Francisco Soriano, demostro la
etlologla de la cistitis incrustante y otras patologias
como plelltls sepsis y otras infecciones

En el afio 1992 se demostro el agente responsable
que se trataba de una especie del género
Corynebacterium, para el que se acepto el nombre de
Carynebacterlum urealyticum.

Enf Infecc Microbiol Clin
2009;27(1)5-6



Corynebacterium urealyticum
- en pacientes con transplante renal

Se evaluan tres casos que presentan pielitis y cistitis
incrustadas

Claves para el diagnostico: orina OH-, urocultivo
positivo para C.u., TC y ultrasonido de imagenes

Se observan imagenes de calcificaciones en la pared
de la pelvis renal y vejiga

La histologia se caracteriza por la presencia de una
mucosa ulceronecrotica, con cristales de estruvita
incrustados en un corion edematoso congestivo y con
infiltrados de P.M.N. o microabscesos

Nefrologia, Vol XXIV. NUm 3. 2004



Corynebacterium urealyticum
N diagnostico microbioldgico

Prestar atencion a dos premisas:

Cultivos de cualquier muestra clinica
negativos a las 24 hs, prolongar la incubacion
de los mismos, especialmente se hay
infeccion clinica o datos de lab que apoyen la
existencia de infeccion bacteriana

No considerar como “contaminante” a un
microorganismo sobre la base de su
identificacion, y menos aun silenciar tal
aislamiento, valorar segun contexto clinico




Corynebacterium urealyticum
B sospecha de infeccion urinaria

ITU: triada caracterizada por hematuria,

p.H. OH- (80% casos), cristales de fftos
NH4 — Mg

La integridad de los leucocitos se puede
afectar por el p.H. en muchos casos



N

ANTIBIOGRAMA
Amp, cef, fox,ctx,erl,
cip, tet, ak, rif, van

<

/

Corynebacterium urealyticum:

qué ha/cemos con la sensibilidad

e | p

Método de microdilucion en caldo
Caldo MH con 0,5% Tween 80

- /

-

N

E- test

N

J

|
Ensayo de difusion en agar

placas suplementadas
Con sangre al 5% y Tween

80 (0,5%)

o /

Journal Clinical Microbiology, May

1995,p. 1318-1321



Corynebacterium urealyticum:
comparacion de métodos para evaluar

sensibilidad

Antibidticos usados: amp, cef, fox, ctx, €, cip,
tet, ak, va, rif

Incubacion aerdbica por 18-24 hs.

Cepas contro
ATCC 29212
ATCC 25923

: S.a. ATCC 29213 vy E faecalis
para microdil y E-test, y S.a.

para difusion en disco y E-test

Resultados: no hubo altas discordancias, pero
SI, se considera a la microdilucion como el
mas confiable, y reproducible.

Journal Clinical Microbiology, May
1995, p.1318-1321



Corynebacterium urealyticum.:
sensibilidad

Los tres métodos obtuvieron resultados
comparables, reproducibles

Debido a la falta de puntos de corte, se
usaron aquellos establecidos para
Neisseria gonorrhoeaey Haemophylus
Spp.

Para interpretar amp se uso el punto de
corte para Listeria monocytogenes

Journal Clinical Microbiology, may
1995,p. 1318-1321



Corynebacterium urealyticum:
sensibilidad

Para la penicilina se ha usado los
criterios para Staphylococcus

Pero otros autores, recomiendan el uso
de criterios de interpretacion usado
para Listeria monocytogenes o
Streptococcus

Clin. Microbiol. Rev.1997, p 125-
159



Corynebacterium urealyticum
N sensibilidad

Poster n© 55: Sensibilidad antimicrobiana de C.v. aislado de
urocultivos en Gran Canaria (II Congreso Nac de la Soc
Espanola de quimioterapia)

Se analizaron 21 muestras positivas para C.u. entre 2004-2010.

Se realizé prueba de sensibilidad mediante técnica de E-test
(Blomerleuxz y disco-placa en aMHS, con los siguientes
resultados: (se cinfirmo la multlrre5|stenC|a)

Sensible: tetrac, vanco, teico
Resistente: cipro, levo, cli, eri, gen
Variable: rif

Buena alternativa: Linezolid (ventaja administracion oral-
parenteraI;

Sociedad espanola de
quimioterapia,XI Congreso Nac,
Madrid, 5-8 oct.de2011



Corynebacterium urealyticum:
tratamiento paralelo

Eliminacion de cuerpos extranos
(sondas)

Desincrustacion por endoscopia de los
calculos en la mucosa vesical

En pielitis incrustante y transplante de
rindn, intervenir quirdrgicamente
(incluso con la extirpacion del rinon
transplantado)

Control cal SEIMC, Madrid, F.
Soriano



Corynebacterium spp.: resistencia a
- antimicrobianos (transferencia horizontal de
material genético)

Genes erm(X): resistencia a
macrolidos-lincosamidas)

Gen cmx: resistencia a cloranfenicol
tet AB: tetraciclina

strAB: estreptomicina

aphA: resistencia a aminoglucosidos

Mutaciones ADN girasa y/o eflujo:
ﬂuoquInOIOnaS Enf Infecc Microbiol Clin,

2009;27(1):5-6



Corynebacterium urealyticum:
tratamiento de eleccion

Glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina),
doxiciclina, pristinomicina o quinolonas

Se sugiere realizar una prueba tentativa de
sensibilidad debido a la alta resistencia a los
antibioticos de este microorganismo

También, debido a la sintesis de ureasa
(patogenicidad), se han realizado intentos para su
neutralizacion farmacologica, con acido
acetohidroxamico, no hay ensayos clinicos para
valorar la eficacia, pero si hay comunicaciones
esporadicas de dificil interpretacion

Control Cal SEIMC, Madrid, C.u,
aspectos practicos



Corynebacterium urealyticum:
conclusiones

Es un patogeno humano y animal con especial
tropismo por el aparato urinario

Plantea problemas terapéuticos importantes por su
alta resistencia

Crece en aerobiosis, en buen numero de medios
bacteriologicos, requiriendo incubacion prolongada

Difteromorfo catalasa positiva, nitratos negativo,
incapaz de acidificar los carbohidratos, con una
potente ureasa

El microbidlogo convencido que dicho agente es el
responsable del cuadro clinico, debe intentar su
identificacion con medios elaborados en su
laboratorio o sistemas comerciales.



Corynebacterium urealyticum:
conclusiones

Hasta el momento, las normas CLSI que rigen nuestros criterios de informe,
figuran en el suplemento M45-P, puntos de corte por microdilucion para
corynebacterias spp, pero no establece puntos de corte por difusion.

Si se realiza una prueba de sensibilidad por método de difusion en placa,
informar como resultado tentativo.

Para muestras que provienen de materiales nobles, realizar prueba de
sensibilidad por microdilucion debido a su alta resistencia y a la importancia del
correcto tratamiento.

La incidencia de este microorganismo en la poblacion es baja

La infeccion predomina en varones, con edad media alta, enfermedad
subyacente como EPOC, neopla5|as diabetes, demencia, enfermedad renal de
base, tratamiento antibidtico previo proIongado internaciones frecuentes

p-H. generalmente alcalino
Evolucion generalmente es buena, fallecimiento ajeno a la ITU



AGENTES DE 1° LINEA (tabla n° 5)
CLSI VOL 26 N° 19 MAYO 2006

dos

Clase Agente CIM (ug/ml) Criterio interpretacion | Comentarios

antimicrobia | 3ntimicrobiano

no S I R

Penicilinas penici“na <=1 2 >=4 Criterio no aplicable a
meningitis

Glicopéptidos | vancomicina <=4 - - 5

Macrdlidos | eritromicina <=0.5 1 >=2

Aminoglucési | gentamicina <=4 8 >=16
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iCRACIAS POR SU
ATENCION!




