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1 Introduccid

1.1 Infeccions urinaries

1.1.1 Infecci6 del tracte urinari

Les infeccions del tracte urinari (ITU) son
colonitzacions i posterior proliferacions de
microorganismes que  aconsegueixen
establir-se en el tracte urinari. Aquestes
proliferacions s6n degudes a bacteris de
I'exterior de I'aparell urinari, majoritariament
de la microbiota intestinal (1). En un estat
fisiologic, aquestes colonitzacions es
produeixen regularment, pero el flux d'orina
frequent neteja les vies i evita les possibles
1). Els

microorganismes que causen una ITU a la

proliferacions (figura
bufeta aconsegueixen pujar a través dels
uréters fins arribar al ronyd, on poden
arribar a produir sepsia (1). Les ITU son
especialment comunes en dones (2), el
50% de

n'experimentin almenys un episodi en la

les quals es preveu que

vida. En un estudi de 2013 en els Estats
Units, les ITU van representar 10,5 milions
de visites I'any (3). A Italia el 2014, Ciani et
al., van estimar que el cost de cada ITU era

aproximadament de 142 € per episodi (4).

Uncomplicated UTI
3%, 2%, (1%

|1%
\ L%

[ upEC

B K. pneumoniae
Bl S. saprophyticus
{1l Enterococcus spp.
I GBS

Wl P mirabilis

Wl P aeruginosa

B S. aureus

Bl Candida spp.

Risk factors

* Female gender
* Older age

* Younger age

Abdominal aorta

llnferior vena cava

-i Urethra

Figura 1: Representacié de I'aparell urinari. S’hi observen
totes les regions on es poden establir els bacteris i el cami
gue segueixen fins arribar a I'aparell circulatori. (Imatge
adapta de Flores-Mireles et al., 2015)(1)

Figura 2: Patdgens més detectats en les infeccions
urinaries (ITU) no complicades. UPEC: Escherichia coli
Uropatogena; GBS: Estreptococs del grup B (Flores-
Mireles et al., 2015)(1)



L'agent causal de les ITU en un gran nombre dels episodis prové dels
microorganismes de l'intesti, i el principal microorganisme és Escherichia coli,

responsable del 80 % de les ITU no complicades en dones. Els altres

Figura 3: Representacié de l'aparell
urinari de la dona. S'hi observen les
diferents interaccions de l'aparell
urinari, la interaccid6 de lI'eix ronyo-
intesti (1), la interacci6 de la uretra
amb lintesti (2) i la vagina (3), i per
ultim la connexid del final de l'intesti
amb la vagina (4) (MeStrovic et al.,
2020)(8).

microorganismes més freqients d'ITU també tenen el reservori a l'intesti huma.
Els principals pertanyen als géneres Klebsiella, Enterococcus i Proteus entre
d'altres (figura 2) (1,5). Hi ha una gran diferéncia d'incidéncia entre dones (el
50 % patira una ITU al llarg de la seva vida) i homes (en absencia de factors
predisponents, un 5 % patira una ITU [6]). Aquesta diferencia entre sexes es deu
principalment a la diferéncia en la distancia entre I'entrada de I'anus i la uretra, i
en la longitud d'aquesta entre els dos sexes. A la figura 3 s'observa l'aparell
urinari i el final de l'aparell digestiu en les dones. Si hi observem el nimero 4,
veurem aquesta reduida distancia causant d'aquesta diferencia en el nombre

d’infeccions entre ambdos sexes (7,8).

En la gran majoria de les ITU de vies baixes no complicades en dones, els
simptomes revelen una cistitis (pol-laciuria, disuria, tenesme...). També hi ha un
percentatge no menyspreable d'episodis en els quals la infeccié arriba a les vies
altes i cursa amb simptomes com ara dolor lumbar, dolor en orinar, malestar

general, febre i calfreds.

Les ITU suposen un gran cost economic a la sanitat. En un estudi als Estats Units
es va determinar que els costos directes (com poden ser els professionals

sanitaris, proves diagnostiques, ingressos, antibiotics...) i els costos indirectes



(com poden ser dies de baixa laboral) van suposar una despesa de 1600 milions
de dolars el 1995 (9). En el mateix article, els autors descriuen que el 2014 el
cost associat a aquestes malalties havia ascendit a 2800 milions. Aquest fet es
va replicar en l'estudi de Foxman et al. el 2013, en qué van determinar un cost
de 2900 milions de dolars associats a les ITU, també als Estats Units d’America
(1,3).

1.1.2 Infecci6 del tracte urinari de repeticio

Es considera infeccio recurrent del tracte urinari (ITUr) quan la pacient pateix dos
0 més episodis d'ITU en sis mesos, o tres 0 més episodis d'ITU en un any. Entre
un 20 % i un 30 % de les dones que han patit o pateixen un episodi d'ITU
presentaran ITUr. Hi ha diversos factors de risc de presentar ITUr després d'una
ITU (10,11):

e Anatomics:
o Dificultat per buidar la bufeta.
o Poc flux que netegi el conducte uretral.
e Conductuals
o L'activitat sexual.
o El tipus d'anticonceptiu, que permeti I'entrada de microorganismes
de l'exterior.
o Alguns métodes per cohibir I'hemorragia durant la menstruacié que
permetin I'entrada de microorganismes.
e Associats a I'edat
o Deéficit d'estrogens.
o Trobar-se en estat de menopausa.
o L'edat, per si mateixa.
e Altres malalties no relacionades amb el tracte urinari, com poden ser la

diabetis, estats d'immunodepressio...

Les ITUr suposen un problema de salut publica degut a la dificultat de diagnostic
i tractament. En la gran majoria dels casos, el patogen que produeix la infeccio
és el mateix de I'episodi anterior, provinent de l'intesti, que s'ha tractat en el tracte
urinari pero es capac¢ de tornar a colonitzar-lo i proliferar (1,12). Aquest fet

provoca que en cada recidiva es necessitin antibiotics de més ampli espectre,



atés que els microorganismes desenvolupen més resisténcies i fan més dificil la
seva eliminacié. En el maneig actual d'aquestes pacients s'utilitzen diverses

recomanacions que han demostrat que redueixin el risc d'una nova ITU (10):

e Profilaxis amb antibiotics després de les relacions sexuals per evitar la
infeccio.

e Administraci6 de preparats concentrats de nabius, que contenen
proantocianidines que disminueixen el risc d'infeccions mitjancant el
bloqueig dels receptors d'unié amb les fimbries dels uropatogens.

e Administracid d'estrogens local en la zona genital, especialment
recomanat per a dones en edat postmenopausica per mantenir les
poblacions de Lactobacillus.

e Ingesta abundant d'aigua per augmentar la ditresi.

1.1.3 Diagnostic de les infeccions del tracte urinari

El diagnostic d'ITU es pot realitzar mitjancant I'estudi d'una tira reactiva d'orina
en centres sanitaris sense laboratori, o del sediment d'orina i el posterior cultiu
bacteriologic en el laboratori de
microbiologia. Aquesta darrera és
la técnica de referéncia per a
l'estudi de les ITU. Amb la tira
reactiva es determina la preséncia
de nitrits (generats pels principals
uropatogens), d'esterasa

leucocitaria  (que revela la

preséncia de leucocits a I'orina) i Figura 4: Tincié de Gram en el qual s’'observen més de
10 cel-lules blanques (Vermell), bacils gram negatius

(rosa) i llevats (Negre). (Imatge de:

d hemogIObma (que permet valorar https://laboatlas.com/microbiologia/orinas-2/)

la preséncia de microhematuria

associada). L'estudi del sediment d'orina es realitza mitjancat la sedimentacio de
tots els elements de l'orina i l'observacié de la mostra al microscopi. Per al
diagnostic d'ITU, s'ha d'observar al microscopi un nombre elevat de leucocits
(més de 10 per camp) i una poblacié d'un Unic microorganisme. Amb el
microscopi, quantifiquem els segients elements: cel-lules de I'epiteli escamds

(I'observacié d'un gran nombre de cél-lules de I'epiteli indica una mala recollida



de mostra), eritrocits i leucocits. S'ha observat que les mostres amb una piuria
elevada, més de 5-10 leucocits per camp, permeten emetre rapidament en dones
el diagnostic d'ITU. A més de l'observacio en fresc, es pot emetre un diagnostic
meés orientatiu mitjancant una tincio de Gram, que permet determinar si hi ha
algun grup de microorganismes especific segons la seva morfologia i la seva

coloracio (figura 4) (13).

El diagnostic de la pacient d'ITUr es més complex. L'estudi d'un possible
diagnostic d'ITUr es realitza després de la deteccié del segon episodi d’ITU en
una pacient en un any. La confirmacio del diagnostic del segon episodi d'ITU
s'haura de fer amb la técnica de referéncia (observacio al microscopi i cultiu) i
amb un marge de més de dues setmanes des de la resolucié de I'episodi anterior
per evitar I'error d'aillar el patogen ja tractat i en procés d'eliminacio (5,10).

1.1.4 Tractament

Actualment, I'Unica estratégia usada en la clinica per tractar les infeccions
urinaries simptomatiques son els antibiotics. En la majoria dels casos, s'inicia el
tractament amb antibiotics d'ampli espectre i no dirigits, és a dir, de manera
empirica sense la identificacio prévia del patogen ni I'antibiograma corresponent,
sind a partir de les dades epidemiologiques. Aquesta practica, encara que
efectiva en ocasions, comporta una serie de problemes significatius en
I'actualitat. Un dels problemes principals és que, en alguns casos, aquest tipus
de tractament no és efica¢ contra el patogen responsable de la infeccid. Aixo es
tradueix en un prolongament del malestar del pacient i un increment en el temps
necessari per a la recuperacié, la qual cosa afecta negativament la qualitat de
vida de la persona afectada (7).

A més, hi ha un segon problema d'importancia creixent relacionat amb I'Us
indiscriminat o excessiu dels antibiotics. L'administracié d'antibiotics de manera
generalitzada, sense una seleccié acurada i personalitzada, pot contribuir a
l'agreujament de les resisténcies antimicrobianes que alguns experts han
anomenat la «pandémia silenciosa». Aquesta situacid es produeix quan els
patogens, exposats repetidament als antibiotics, desenvolupen mecanismes de
resisténcia que els permeten sobreviure i proliferar tot i els tractaments que

historicament havien estat eficacos. Aix0 significa que, amb el temps, els



antibiotics esdevenen cada cop menys efectius, amb la qual cosa es redueixen
les opcions terapéutiques per tractar infeccions que abans es resolien facilment.
Aquesta crisi global de resistencia als antibiotics no només complica la gestié de
les infeccions urinaries, sind que també representa un risc greu per a la salut
publica, ja que cada cop s6n més freqlents les infeccions que no responen als

tractaments convencionals (14).

A més de l'antibioterapia, en els darrers anys s'han explorat altres estrategies
alternatives dirigides mes a la prevencié de les infeccions urinaries, amb
I'objectiu de reduir la dependéencia del consum d'antibiotics i reduir al minim el
risc d'aparicidé de resisténcies. Entre aquestes terapies, s'ha investigat I'Us de
probiodtics tant d’'us oral com vaginal, especialment els que contenen soques de
Lactobacillus, ja que ajuden a restaurar el conjunt de microorganismes de
I'ambient vaginal i intestinal. En estudis recents, s'ha vist que aquests probiotics
redueixen el creixement d'uropatogens com Escherichia coli (15). Un altre
tractament prometedor és I'Us de D-manosa 0 compostos rics en
proantocianidines (com els nabius), que impedeixen I'adhesié dels uropatogens
a les parets de la bufeta, la qual cosa facilita la seva eliminacio a través de I'orina
(16,17). També s'estan desenvolupant vacunes especifigues contra els
microorganismes causants de les infeccions urinaries que podrien ajudar a

prevenir futures infeccions en persones amb recurrencies frequients (18).

1.2 El microbioma

L'estudi del microbioma es remunta a principis del segle XX, quan es feia servir
el terme «flora microbiana», encunyat per Elie Metchnikov, el primer estudiant
d'aquests microorganismes (19). La idea d'analitzar aquesta «flora» que prové
de la microbiologia ambiental consisteix a caracteritzar les comunitats
microbianes que es troben en un ambient, juntament amb les propietats
fisicoquimiques d'aquest. Més endavant, amb l'inici de I'is d'aquests estudis en
el context de la salut, es va comencar a estudiar aquesta flora en I'ésser huma.
Juntament amb lI'augment del nombre d'estudis del microbioma, es va abandonar
el terme flora, més adient a la diversitat de plantes que hi ha en un medi ambient,
I es va comengcar a parlar de microbioma. El concepte microbioma es pot dividir

segons els seus components principals (20).



1.2.1 Microbiota

Actualment, la microbiota és el conjunt de microorganismes que trobem en un

microbioma, siguin estables o no. Els éssers vius es classifiquen en diferents

dominis, determinats per Carl Woese el 1977: el domini Bacteria, el domini

Arqueobacteris, que el 2004 va passar a anomenar-se Arqueus, i el domini
Eukarya (21,22):

Bacteroides

Thermotoga

Aquifex

Bacteris Arqueobacteris Eucariotes

Espiroquetes Chloroflexi Entamoebae |pixomicets Ahimals
Fongs

Methanosarcina
Methanobacterium Haloarchaea

Methanococcus

Gram-
positius

Proteobacteris Plantes

Cianobacteris Thermococcus Ciliats
celer
Planctomyces Thermoproteus Flagel-lats

Pyrodicticum

Trichomonadida
Cytophaga
Microsporidis

Diplomonads

Figura 5: Classificacié que Carl Woese va descriure el 1977, amb els seus 3 dominis i alguns dels
grups més representatius de cada domini. Més endavant, es va determinar que la branca dels
arqueobacteris no compartien tantes caracteristiques del domini Bacteria i es van classificar com a
domini Arqueu (imatge adaptada de https://ca.wikipedia.org/wiki/Carl_Richard_Woese).

El domini Bacteria esta compost per tots els bacteris. Tots comparteixen
que les subunitats dels seus ribosomes son les més petites dels tres
dominis, son unicel-lulars i no tenen nucli. A més a meés, la gran majoria
dels bacteris, com per exemple els bacteris termofils com Thermotoga o
els proteobacteris com Enterobacteriaceae, tenen una paret que els
protegeix formada principalment, tot i que la seva composicié pot variar,
per peptidoglucans (23).

El domini Arqueus és semblant al domini Bacteria (per exemple, molts
tenen una paret), pero també té semblances amb el domini Eukarya, com
poden ser un material genétic envoltat per una membrana, la incapacitat
de generar espores, 0 la presencia d'un ester lipidic a la seva membrana
cel-lular més semblant a la del domini Eukarya. La gran majoria es

detecten en medis ambients amb condicions extremes, pero tambeé
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podem trobar alguns Arqueus a l'intesti i la pell dels peixos entre d'altres
(23).

El domini Eukarya és un regne que té una alta diversitat. Es troba dividit
en regnes, on es troben el regne Animalia, el regne Plantae (on trobem
tant animals i plantes grans com fongs i algues microscopiques) i el regne
Protista, que inclou els excavats, les amebes, els rizaris, els heterocontes
i el alveolats. Tots aquests microorganismes s6n microscopics i es poden
trobar tant a la natura com en simbiosi amb animals superiors. Aquest
domini es caracteritza per la pérdua de paret en molts dels seus regnes o
pel manteniment d'una estructura senzilla en el regne Plantae o en els
rizaris. També tenen el material genetic envoltat, i dintre del citoplasma
cel-lular trobem estructures especialitzades, organel-les, que tenen
funcions concretes. Els seus ribosomes tenen unes subunitats més grans

i les seves parets tenen algun tipus d'éster, com ara la paret dels fongs,

que conté ergosterol (23).

Fora de la classificacié per dominis de Woese, es troben els virus. Encara que

no estan classificats com a éssers vius, formen una part important del

microbioma, ja que regulen les
diverses comunitats de
microorganismes. Es classifiquen
principalment pel tipus de material
genetic, si tenen membrana lipidica i
la morfologia de la seva capsida, que
és la coberta de proteines que
protegeix el material genétic del virus
(24).

Aquests microorganismes es
classifiquen en diferents

agrupacions, amb nivells dintre de

cada agrupacié segons les diferents caracteristiques.

Homo sapiens
Member of the genus Homo with a
high forehead and thin skull bones.

Homo
Hominids with upright posture and
large brains

Hominids
Primates with relatively flat faces and
three-dimensional vision

Primates
Mammals with collar bones and
grasping fingers.

Mammals
Chordates with fur or hair and milk
glands.

Chordates

Animals with a backbone

Animals

Organisms able to move on their own.

Figura 6: Classificacio de l'especie

humana segons les regles de Linné

(Linné et al.) (25).

La classificaci6 emprada actualment per agrupar els diferents grups de

microorganismes és la de Linné. En aquesta classificacio se separen els éssers
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vius en diferents nivells d'organitzacid, anomenats taxons. Les categories
taxonomiques es classifiquen en nivells des de regne fins a espécie, i com meés
proper a l'especie és el nivell, major és el nombre de caracteristiques
compartides i menor la distancia evolutiva (figura 6). Aquest sistema permet
anomenar totes les espécies amb un nom binomial, i que aquestes siguin
diferents (25,26).

1.2.2 Bioma

Annex a la microbiota, en el microbioma s'inclou també el bioma. El bioma sén
les caracteristiques del medi on viu la microbiota. ElI bioma, igual que la
microbiota, no ha de ser necessariament estable. Aquestes variacions o
pertorbacions del bioma poden venir d'elements exteriors, com ara un augment
de temperatura o l'acidificacié del medi per productes del metabolisme dels
microorganismes (27). Aquestes pertorbacions canvien les caracteristiques del
bioma, que es tradueix en un canvi en la microbiota del microbioma. Aquestes
pertorbacions poden ser molt grans i comportar la pérdua d'especies o 'aparicid
d'altres de noves, o poden ser molt petites i modificar només les proporcions de
les espécies (28). Per tant, quan parlem del microbioma huma, podem dir que el
nostre cos és el bioma, i un canvi en alguna de les caracteristiques de l'entorn,

com per exemple I'augment de temperatura, pot alterar-lo.

1.3 Interaccions del microbioma
Els microorganismes del microbioma no es troben aillats, sind que es troben en
contacte amb altres microorganismes i amb el bioma mateix, amb els quals

interactuen.

1.3.1 Interaccions dels microorganismes amb el bioma

Les interaccions entre els microorganismes i el bioma son principalment
l'alteracié d'aquest bioma, que pot ser causada pels microorganismes o per
condicions exteriors, i que provoca una modificacié dels microorganismes que hi
conviuen. Els canvis exteriors normalment provenen d'una modificacié de les
condicions de biomes propers. Per exemple, 'augment de la temperatura genera
un augment de les temperatures del bioma (29). Un exemple de modificacions
per part de la microbiota pot ser I'acidificacié del medi, que provoca la desaparicio

d'espécies més sensibles a un pH baix. En alguns casos, hi ha microbiotes que
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tenen un nivell de complexitat més elevat en la relacio amb el bioma. Un exemple
és la microbiota que trobem dintre d'éssers vius, com pot ser la microbiota
intestinal. En aquest cas, la interaccio pot ser més complexa degut al fet que es
tracta d'un bioma amb un gran nombre de canvis, generats per I'ésser viu i per

les condicions externes (30,31).

1.3.2 Interaccions entre els microorganismes

El microbioma és complex, amb moltes espécies de microorganismes que
realitzen un gran nombre d'interaccions entre ells a nivell individual. Aquestes
relacions s'anomenen simbiosis. Les principals interaccions entre

microorganismes es defineixen com a (32) (figura 7):

e Mutualisme: és una relacio entre dues espécies en la qual totes dues en
surten beneficiades.
e Comensalisme: és una relacié entre dues espécies en la qual només una
en surt beneficiada, pero I'altra no en surt perjudicada.
e Depredacio: és una relacié entre dues espécies en la qual només una en
surt beneficiada i I'altra en surt perjudicada.
e Competéncia: és una relacié entre dues espécies on totes dues en surten
perjudicades. De competéncia, en tenim de dos tipus:
o Per interferéncia: una espéecia sintetitza compostos que inhibeixen
I'altre microorganisme.
o Per explotacié: tots dos microorganismes utilitzen el mateix recurs,
per tant es redueix la quantitat de recurs essencial per als dos

microorganismes.

Especialitzacié: dues espécies de microorganismes fan servir la mateixa
font d'energia o aliments i una apren a utilitzar-ne altre per no competir

per la font.
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Figura 7: Interaccions entre microorganismes d'un microbioma (Kern et al., 2021)(32).

1.4 Metodes d'estudi de la microbiota i el microbioma

Hi ha un gran nombre de técniques que s'utilitzen per estudiar tant el microbioma

com els seus components per separat, la microbiota i el bioma. Aquests métodes

dependran de I'objectiu de I'estudi i s6n els seguents (33,34):

Culturomics: I'is de diferents medis de creixement i diferents condicions
de creixement, per després identificar els diferents microorganismes
aillats en els diferents medis de cultiu. Es una técnica amb un biaix molt
elevat, ja que només es pot detectar aquella poblacié per a la qual es
compleixin les condicions de creixement. A més, segons l'afinitat al medi,
creixeran en una proporcio diferent a la real, per la qual cosa es tracta
d'una técnica només qualitativa. Només es poden observar els
microorganismes que es troben vius a la mostra, pero no es detecten els
microorganismes no cultivables, pero si viables.

Analisi d'amplificacio i sequenciacié d'un amplico: I'amplicé és un fragment
d'ADN amplificat per una polimerasa. Aquesta técnica es basa en
l'amplificaci6 d'un gen comu en un grup de microorganismes i,
posteriorment, la seqienciacio d'aquest amplicé. Després, s'analitzen les
petites diferencies en lI'amplicd, que son especifiques de cada especie.
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Aquest estudi només permet l'obtencid dels microorganismes que
continguin aquest gen, per tant és una tecnica semiquantitativa, ja que la
polimerasa pot augmentar alguna sequéncia depenent de l'atzar (figura
8). Dintre dels gens més utilitzats es troben les regions hipervariables,
com ara la regié V3-V4 del gen 16s per a bacteris i arqueus, o les regions
espaiadores transcrites internes (ITS) per a eucariotes.

Sequenciacié per Shotgun: sequenciacid de tot 'ADN present en la
mostra. Aquesta sequenciacio divideix I'ADN en petits fragments, que se
sequencien. Cadascuna d'aguestes seqiencies s'anomena read. Després
s'analitza a quines espécies pertanyen els reads, i aixi s'obté la informacio
de les especies del microbioma. A més, si aquests reads pertanyen a
proteines, la seqlienciacié per Shotgun permet I'estudi de les principals
proteines en aquests, i les possibles rutes metaboliques que la microbiota

pot utilitzar (figura 8).

SEQUENCING-BASED METHODS (NGS techniques)

Amplicon Sequencing Shotgun sequencing
g a Figura 8: Diferencies entre el
\ @= quro & Diferencies entre @
N\ métode de  seqlienciacio
mitjangant amplicons, amb el
pCod 16S rRNA gene gen més emprat, i la
v V2 V3 V4 Vs Ve V7 V8 V9 ' " . .. . . s
J s seqlenciaci6  per shotgun
— x = — (Galloway-Pefiaet al 2020)
e (33).
a) DNA extraction and PCR amplification a) DNA extraction and fragmentation
‘
ATGGGGATAAAL ATOGOGATAAM
TGCCAGCAGCLG: -
b) Sequencing and data analysis b) Sequencing and data analysis

Metabolomica/metaproteomica: és l'estudi en la poblacié d'un producte
present en el microbioma, que pot ser un metabolit d'una ruta metabolica
0 una proteina. Es realitza la quantificacio i la caracteritzacio de les
diverses formes presents en la mostra de I'element en estudi.

Metatranstriptomica: seqienciaci0 de I'ARN present a la mostra,
mitjancant la qual s'obtenen reads que pertanyen a qualsevol ARN dels

microorganismes en la mostra. Ens permet I'estudi de la microbiota
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metabolicament activa per esbrinar quin tipus d'activitat expressen els
gens i en quina proporcié expressen. Aquesta tecnica permet estudiar les
espécies metabolicament actives, les principals rutes per les quals s'’han
generat transcrits. Té un fort biaix degut al fet que no es pot determinar si
hi ha cap tipus de regulacié postranscripcional que afecti a I'expressio del
gen del qual prové el transcrit.

1.5 Microbioma huma

En els dltims anys, s’han iniciat estudis de microbioma en I'ésser huma en els
quals s'ha determinat el microbioma huma. S'ha estudiat des de les regions on
se'n coneixia I'existencia, com ara l'intesti, la pell o les vies respiratories, fins a
regions inicialment suposades esterils, com la propia bufeta, on recentment s'ha
determinat I'existencia de bacteris que la colonitzen. S'ha demostrat que molts
dels microorganismes no son perjudicials, sind que tenen efectes beneficiosos
per al seu hoste (35). Aquest plantejament s'ha exportat a estudis de salut
humana, on s'ha comprovat la relacié d'una alteracié de la microbiota,
anomenada disbiosi, amb diverses malalties. S'ha observat una disbiosi en
diversos processos patologics, molts sense causa infecciosa, com pot ser el
cancer urinari, que produeix una disbiosi tant a la microbiota intestinal com

urinaria (36).

Despreés dels primers estudis de la microbiota i la seva capacitat de modificacio
en cas de malaltia, el 2009 es va iniciar el «<Human Microbiome Project» (HMP)
(28,31). Aquest projecte es va centrar en sequenciar el microbioma complet de
persones sanes, amb la intencié de tenir una base de dades (BBDD) de
microorganismes presents en la persona sana i microbiomes de referencia amb
els quals comparar els microbiomes en posteriors estudis sobre processos
patologics. Els microbiomes que s'han descrit en el projecte sén el de la mucosa
nasal, el de la mucosa intestinal, el de la mucosa vaginal i el de la pell. En un
inici, no es van tenir en compte microbiomes com l'urinari, atesa la creencga que
era esteril (35). El projecte es va dividir finalment en dues parts. A la primera part,
gue s'observa en la figura 9, en la primera part del projecte es va sequienciar la
microbiota dels microbiomes esmentats i se'n van descriure les funcionsii les vies

metaboliques. A més, es va sequenciar el genoma huma dels individus estudiats
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i es va intentar caracteritzar, aillar i circularitzar els cromosomes dels

microorganismes. A la segona part del projecte, la qual encara s'esta
desenvolupant, es van escollir tres afeccions diferents, nens nascuts
prematurament, prediabetis i malaltia inflamatoria intestinal. En aquesta segona
partel projecte consta de les mateixes analisis que I'anterior, , pero també hi van
incloure l'estudi del viroma i diferents perfils, com el perfil de citocines o
epigenétics entre d'altres. En aquesta segona part, a més, es van realitzar
monitoratges dels casos de I'estudi per veure com aquest microbioma varia amb

el temps en cada afeccié en estudi.
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Figura 9: Esquema de Human Microbiome Project. A I'HMP1 tenim la primera part
del projecte, on es va sequenciar el microbioma de persones sense cap malaltia,
mentre que en la segona part, 'HMP2, es va sequenciar el microbioma de tres
afeccions (adaptat de Schwartz, 2019)(28).

Després de diversos estudis i la seva comparaci6 amb el projecte, es va
concloure que en la poblacié sana es pot trobar un gran nombre de microbiomes
diferents (37). Cadascun dels diferents microbiomes s'agrupa segons la
proporcid de soques semblants sota el concepte de tipus, per tant cada tipus
agrupa tots els microbiomes que recullen un conjunt semblant de poblacions
microbianes, en funcioé de la diversitat esperada del microbioma. En I'estudi dels
microbiomes, atesa la baixa estandarditzacio i la manca d'una metodologia de
referéncia, sempre es realitza la comparacio entre el microbioma sa i el de

I'afeccid en estudi per tal de descriure quines espécies varien. (38,39).
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La microbiota del microbioma huma te diverses funcions, algunes dels quals sén
essencials per al correcte desenvolupament de I'ésser huma o del sistema on es
troba (40) (figura 10):

e Funci6 metabolica: permet la sintesi d'aminoacids, l'assimilacié de
productes que I'ésser huma no pot degradar o la generacié de compostos
de defensa com els acids de cadena curta.

e Funcio estructural: ajuda la vascularitzacié d'alguns teixits o les unions
entre cel-lules, o confereix les propietats necessaries especifiques de
cada mucosa.

e Funcié protectora: per competir pels aliments amb possibles patogens,
educar la immunitat adaptativa o segregar productes antimicrobians.

1.5.1 Microbioma urinari
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Figura 10: Microbiota intestinal amb les principals funcions que realitza la
microbiota per a I'ésser huma (Adaptada de Adak & Khan, 2019)(40).

Historicament, el tracte urinari s'ha considerat esteril, fins que al 2016 diversos
investigadors van descobrir I'existéncia d'un microbioma urinari. Es un microbima
gue no es analitza de forma directa, a causa de la obtencié de mostra ideal es
per punci6 suprapubica, la qual es invasiva i suposa riscos. Per aixo es realitza
una recollida d’orina obtinguda per miccié espontania o per sondeig en les
millors condicions possibles(41). La microbiota urinaria conté uns
microorganismes habituals, perd també microorganismes de transicid, que sén
aguells gue intenten pujar per la uretra, perd no aconsegueixen establir-s'hi i
proliferar. S'observen diferéncies entre dones i homes degut a les diferéncies

estructurals anatomiques de la uretra en ambdés sexes (8). També shan
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observat altres factors com els hormonals o la composici6 de l'orina, la
concentracié de calci i oxalacetat com a responsables de variacions de la

microbiota (42).

La microbiota urinaria esta constituida per més de 50 géneres de
microorganismes. Els generes més comuns pertanyen al grup dels bacteris
productors d"acid lactic (BAL), concretament Lactobacillus i Streptococcus, els
quals se suposa que tenen un paper de defensa contra els patogens merces a
la seva capacitat d'acidificar el bioma. Altres generes, com ara Alloscardovia,
Burkholderia, Jonquetella, Klebsiella, Saccharofermentans i Rhodanobacter, s'hi
troben amb menor freqiiéncia i es consideren microbiota de transicié (43). Els
géeneres de transicié es detecten en major proporcié en dones que en homes.
Aquests microorganismes es poden trobar tant dintre de les cél-lules de l'uroteli
com adherits a la seva paret gracies als aminoglucosids de les membranes, que

formen un biofilm (44).

1.5.2 Microbioma vaginal

El microbioma vaginal es troba exposat a continues secrecions, canvis
hormonals i influencies externes. Altres factors, com ara I'edat, I'embaras o el
tabaquisme, també poden modificar el microbioma vaginal. El microbioma no és
estable durant el cicle menstrual; la maxima estabilitat es produeix durant el pic
d'estrogens. També s'ha observat que les dutxes vaginals i I'activitat sexual

poden provocar disbiosis temporals en el microbioma vaginal (45,46).

El perfil de microbiota majoritari és aquell en que predominen els BAL,
concretament el genere Lactobacillus, que és I'encarregat de reduir el pH vaginal,
la qual cosa confereix proteccié contra microorganismes patogens. Hi ha autors
que indiguen que una microbiota vaginal sana ha de tenir més d'un 50 %
d'abundancia relativa del genere Lactobacillus. Tot i aix0 s’han observat dones
sense simptomes que no tenien una comunitat en la que Lactobacillus fos
predominant. Aquest fet s'ha documentat en la majoria de dones
menopausiques, en les quals s'ha observat que la reduccido de la carrega
d'hormones permet el creixement d'altres BAL. S'ha observat que els
Lactobacillus sén els BAL que produeixen un pH més baix, i que aquest pH no

nomeés depen del génere, sind també de I'especie de Lactobacillus. S'ha vist que
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les dones amb BAL que no acidifiguen molt el pH, com ara L. Iners, o amb BAL
que no sbén Lactobacillus s6n més propenses a tenir una diversitat major en el

seu microbioma vaginal (45,47,48).

1.5.3 Microbioma intestinal

L'intesti esta habitat per trilions de microorganismes, que poden ser molt
diferents entre la poblaci6 sana. S'ha observat una gran variabilitat en la
microbiota segons l'edat, la dieta, la microbiota oral, la ubicacié geografica,
I'estres, la medicacié base, el part natural, el métode d'alimentacié a l'inici de la
vida, i fins i tot la regié de l'intesti d'on s'ha obtingut la mostra. Els estudis del
microbioma intestinal es basen en la recollida de femtes, per tant s'hi valoren les
especies del tram final i més divers de l'intesti. EI microbioma intestinal s'inicia
abans del part, amb la colonitzaci6 de microorganismes provinents de la
placenta, que actuen com a colonitzadors primaris del tracte intestinal. Aquests
colonitzadors primaris, que trobem en el meconi, s6n molt diferents dels que

acabaran establint-se com a primera microbiota estable en I'ésser huma (49).

A l'intesti trobem més de 1500 espécies, principalment dels filums Bacteroides i
Firmicutes, seguits d'altres grups com Proteobacteria, Fusobacteria,
Tenericutes, Actinobacteria i Verrucomicrobia, que conformen el 90 % de les
especies bacterianes que colonitzen el tracte intestinal. Més del 70 % dels
microorganismes pertanyen al domini Bacteria i, d'aquests, el 99 % so6n
anaerobis 0 anaerobis facultatius. La resta de taxons pertanyen a fongs, protists,
arquees i virus. A la figura 11, s'observen els diferents géneres més abundants
segons la part de l'intesti que vulguem estudiar (49,50).
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Figura 11: Principals grups de microorganismes en
tot I'intesti (adaptat de Muhleisen et al)(47).

Una gran quantitat de factors poden modificar aquesta microbiota, que es pot
veure afectada tant per condicions fisiologiques normals, com la dieta, com per
la presa d'antibiotics entre d'altres. Aquestes modificacions generen una disbiosi
en el sistema que es pot acompanyar de simptomes, signes clinics o malalties
(28,51).

1.6 El microbioma huma en la malaltia

Tot i que el microbioma pot no ser sempre estable, en certes malalties no
exclusivament infeccioses es detecta una disbiosi en la microbiota. Les disbiosis
poden ser causades per un desplagcament de la microbiota per l'arribada d'un
microorganisme nou (sigui el causant de la malaltia o no) o per I'alteraci6 en les
condicions del microbioma, com per exemple l'augment del pH o la temperatura
(52,53). Un dels factors més estudiats en els ultims anys respecte a la microbiota
sbn les especies productores d'acids grassos de cadena curta (SCFA). Els SCFA
regulen els processos inflamatoris a l'intesti, i se n'ha observat la disminucio en
diverses malalties (54). En un gran nombre de les malalties infeccioses s'observa
clarament aquest desplagcament de la microbiota, com en les diarrees associades
a Clostridiodes difficile (DACD) (55). S'ha arribat a realitzar trasplantaments de
microbiota intestinal d'un individu sa a un de malalt per tractar la DACD. De fet,
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Figura 12: Dinamiques de canvi de la microbiota intestinal (figura de Barko et al.
2017)(51)

és part de I'estrategia terapéutica consolidada per al tractament d'alguns pacients
amb aquesta malaltia i forma part dels tractaments habituals per guarir el malalt
amb DACD recurrent degut al seus bons resultats, que s'han replicat diverses
vegades (55,56). El microbioma, que prové d'una colonitzacié en el nounat, pot
madurar de manera sana (figura 12). Aquesta microbiota pot patir un efecte que
en generi la modificacié6 cap a una microbiota amb una disbiosi, temporal o

permanent, que pot generar problemes en la salut(51).

1.6.1 El microbioma huma en la malaltia urinaria

En la malaltia urinaria en I'ésser huma es troben relacionats els tres microbiomes
descrits anteriorment, I'urinari, el vaginal i l'intestinal. S'han descrit diferéncies en
les microbiotes urinaries de pacients amb incontinencia urinaria respecte de la
microbiota urinaria habitual, i Gajer et al. defensen que aquesta alteracié podria
tenir un paper rellevant en la patogénia de la malaltia (44). En un estudi realitzat
en dones amb cistitis, es va observar una major prevalenca dels geéneres
Eggerthella i Clostridium en mostres d'orina obtingudes per miccié espontania.

En estudis més recents s'ha observat que variacions en els altres microbiomes
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relacionats amb el de l'aparell urinari poden ser factors de risc en la malaltia
urinaria (57). En nounats, s'ha observat com donar el pit protegeix contra les ITU,
degut al fet que I'alta concentracio de bifidobacteris, provinents de la llet materna,
desplacen les E. coli de l'intesti. També s'ha observat, en la microbiota intestinal
de nens i nenes més propensos a desenvolupar ITU, que tenien una
concentracié més elevada d'Enterobacter i menor de Peptrococcus (8). Encara
gue no s’ha demostrat la variacio de la microbiota vaginal amb malalties urinaries,
Magruder et al. han descrit la connexié ITU-microbiota intestinal determinant que
una major quantitat d'E. coli pot produir un major desplacament cap a l'aparell
urinari i produir infecci6. En aquest cami, trobem que el microbioma vaginal actua
com a mecanisme de defensa mitjancant la disminucié del pH per part de la
microbiota vaginal, per tant una disbiosi d'aquesta podria provocar un augment
d'I'TU en la dona (8,43,58,59). No tenim coneixement de cap estudi que hagi estat
capac de descriure variacions de la microbiota intestinal o de la vaginal en les

dones afectes d'ITUr.

1.7 Viroma

El viroma és el conjunt de virus d'un microbioma. Els components del viroma es
poden separar en 2 grups: el viroma propiament dit, format pel conjunt de tots
els virus (tot i que normalment parlem de virus d'eucariotes que afecten I'hoste),
fongs o parasits dintre del microbioma, i el fageoma, que és el conjunt de tots els
virus gque infecten les poblacions procariotes del microbioma. El viroma pot influir
indirectament en el microbioma, modificant I'ambient degut a I'efecte en I'hoste, i
directament en les poblacions de microorganismes eucariotes. Per contra, el

fageoma actua directament sobre la poblacié de bacteris.
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El fageoma és la part predominant del viroma d'una persona adulta, ja que

representa aproximadament el 90 % del material genic del viroma (60). Igual que

succeeix amb el microbioma, en algunes malalties s'ha observat que les

proporcions de virus del viroma estan alterades (figura 13).
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Figura 13: Generes de virus que varien en determinades malalties (figura adaptada de Shareefdeen et
al. 2022)(61).

Tot i que s'han observat aquestes modificacions en moltes malalties, encara no

esta clar per qué alguns virus predominen sobre d'altres, en funcio de la malaltia,

mentre que pot ser que la poblacié microbiana no varii (61).
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2 Hipotesis
El 50 % de les dones patiran almenys una ITU un cop al llarg de la seva vida, i
d'aquestes, entre el 10 % i el 20 % patiran ITU recurrents (ITUr).

Els factors de risc per presentar ITUr son les relacions sexuals o la presencia
d'anomalies, tant funcionals com anatomopatologiques, de l'aparell urinari. En
l'actualitat, no es coneix quins factors determinen I'evolucié d'un episodi Unic

d'I'TU cap a una ITUr en les dones que no tenen cap dels factors predisponents.

S'ha descrit la preséncia de disbiosi en la microbiota intestinal, vaginal i urinaria
en diferents malalties, entre elles les ITU, i en la incontinéncia urinaria, perd no
tenim constancia que mai s'hagi aconseguit relacionar aquets canvis amb les ITU

recurrents.

Aquest treball parteix de la hipotesi que pot existir una relacié entre les disbiosis
en les microbiotes fecal, vaginal o urinaria en les dones que desenvolupen ITUr.
A més, es planteja la hipotesi que hi hagi relacions entre els gens i les rutes
metaboliques detectats amb més frequiencia i I'aparicié d'ITUr.

3 Objectius
3.1 Objectiu principal:

e Descriure les caracteristiques de la microbiota intestinal i vaginal de les

dones amb ITUr i comparar-la amb les de les dones control (sanes).

3.2 Objectius secundaris:

e Caracteritzar el microbioma vaginal i intestinal de les dones control,
descrivint tant bacteris com arqueus, fongs o parasits.

e Documentar el viroma huma intestinal i vaginal i descriure si es modifica
en les dones amb ITUr.

e Caracteritzar els possibles determinants d'ITUr mitjancant I'estudi dels
gens i les rutes metaboliques de la microbiota estudiada.

e Determinar els gens de viruléncia i resisténcia als antimicrobians que
trobem en la microbiota de les dones amb ITUr, i comparar-los amb les de

les dones control.
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4 Material i metodes

4.1 Poblacié d'estudi

El nombre de participants s'ha calculat mitjancant un algoritme desenvolupat per
Monleon (62) que tracta d'optimitzar els resultats obtenint la major sensibilitat
amb la millor relacié cost-benefici. Aquesta aproximacio es basa en la corba de
saturaci6 de la biodiversitat de les mostres per determinar el nombre minim de
pacients necessari per garantir una potencia estadistica adequada.
Concretament, s'ha determinat que es requereix un minim de 30 pacients per
aconseguir aquest objectiu. Aquest és un estudi de casos i controls, on s'han
recollit mostres de 94 dones majors d'edat distribuides en 50 pacients i 44

controls.

Les dones cas per a l'estudi son dones reclutades en les consultes externes de
la Unitat d'Urologia Funcional de la Fundaci6 Puigvert i de la Unitat de Malalties
Infeccioses de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau on havien acudit a consulta
per sospita d'ITUr. Es van definir com a casos les dones que havien rebut un
diagnostic d'ITU en un minim de dues ocasions en els Gltims sis mesos, o en tres
0 més ocasions en l'dltim any. Les dones cas reclutades en l'estudi van ser
aguelles que entraven dintre del grup d'estudi que complia el criteri d'inclusio per

considerar-les pacients d'I'TU i que no complien cap dels criteris d'exclusio.

Les dones control es van reclutar al Servei de Ginecologia i Obstetricia de
I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre dones sanes sense cap malaltia

rellevant que acudien per a les seves revisions ginecologiques rutinaries.

Totes les participants son majors de 18 anys i tenen capacitat per respondre les
preguntes de I'enquesta (Annex), i van firmar el consentiment per participar en

I'estudi entre el juny de 2020 i el juny de 2022.

4.1.1 Criteris d'exclusié de I'estudi:
o Us d'antibiotics, probiotics, gerds o qualsevol altre tractament per reduir la
possibilitat d'ITUr en els dltims 6 mesos.
e Haver tingut ingrés a un hospital d’aguts o un centre sociosanitari durant
I'any posterior a I'estudi.

e Treballadores de centres sanitaris.
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e Portadores de sonda vesical.

e Amb malalties inflamatories de les vies urinaries o intestinals croniques
sense causa bacteriana.

e Bufeta neurogena i altres alteracions pélviques o funcionals que
produeixin residu postmiccional.

e Embarassades.

¢ Amb malalties hematologiques o immunologiques o en tractament amb

immunoterapia.

Si la participant retira el consentiment informat, se'n retiraran la mostra i les

dades de l'estudi.

S'ha obtingut una mostra d'orina per miccié espontania, una mostra de femta i
una mostra de frotis vaginal de totes les participants en l'estudi. Totes tres
mostres han estat obtingudes de forma autonoma per les participants després
de rebre l'explicacio i les instruccions per escrit. Alhora, s’ha emplenat un
questionari, on s'incloien diverses variables demografiques i habits higienics, i
s'ha fet una enquesta sobre simptomes digestius, urinaris i del sol pelvia (annex)

amb l'ajuda del metge o0 metgessa responsable.

Per a l'analisi del sol pelvia s’ha utilitzat una enquesta, Pelvic Floor Inventory
Questionaire Sort Form 20 validada pel seu Us en castella (63) amb preguntes
gue es puntuaven entre de 0 a 4, on el 0 equival a «No» i el 4 a «Molt molestax.
Les puntuacions de cada pregunta s'han sumat i s'ha generat la variable
denominada «puntuacio del sol pelvia», on els valors més alts reflexan una major
afectacio de la musculatura pelviana (annex). Els resultats amb les metadades
per pacient es troben a l'arxiu Sequence Read Archive (SRA) amb el codi
Bioproject PRINA1133690.

4.1.2 Analisi estadistica de la poblacio estudiada

S'han analitzat les diferents variables de les pacients realitzant-ne un estudi
descriptiu i, posteriorment, s'ha observat si hi ha diferéncies significatives entre
les dones amb ITUr i les control. L'analisi estadistica de les variables numeériques
s'ha realitzat mitjancant una prova t de Student, mentre que per a les variables
categoriques s'ha realitzat una X?. S'han acceptat com a significatius els valors

d'a inferiors a 0,05.
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4.2 Estudi d'infeccio d'orina

El diagnostic microbiologic per descartar una ITU s'ha realitzat segons el
procediment normalitzat de treball (PNT) per a I'avaluacié d'orines del Servei de
Microbiologia de I'Hospital de Sant Pau. Per dur a terme I'estudi, s'observa el
sediment d'orina al microscopi i, si s'hi detecten elements cel-lulars o gérmens
amb la tincié de Gram, es fa un urinocultiu d'acord amb el mateix PNT del Servei

de Microbiologia.

Per a l'observacio del sediment d'orina, se centrifuguen 10 ml d'orina a
3000 revolucions per minut (r.p.m). Es descarta el sobrenedant i s'observa el
sediment al microscopi a 400 augments per tal de comptabilitzar les cel-lules de
descamacio epitelial, els leucocits i els globuls vermells. Es fa una observacié
d'una mitjana de 10-15 camps, i es classifiguen com a sospita d'infeccié d'orina

aguelles mostres amb un nombre superior a 5-10 leucocits per camp.

L'examen del sediment amb tinci6 de Gram ens permet l'observacié de la
quantitat, coloracio i morfologia dels bacteris presents a I'orina. Si en l'estudi de
la bacteridria trobem una poblaci6 monomicrobiana no compatible amb
morfologies de lactobacils, es procedira a realitzar un cultiu en agar cromogen
(CPS, BioMerieux) i una posterior identificacié per MALDI-ToF (64,65).

4.3 Recollida i extraccié del material genétic

4.3.1 Mostres vaginals

La recollida del frotis vaginal s'ha realitzat mitjancant el medi de conservacio
OMNIgene*VAGINAL | OMR-130 (66). Per a la recollida, cal introduir I'nisop a la
vagina i fer-lo lliscar durant uns 30 segons per les parets vaginals. Posteriorment,

es desa en el tub amb medi de conservacio.

L'extraccido de I'ADN s'ha realitzat mitjancant el kit masterPure Complete ADN
and RNA Purification kit (67) (Biosearch Technologies, Anglaterra). S'ha escollit
el protocol d'extraccié d'’ADN amb tractament de lisi cel-lular i tractament amb

una RNAsa per eliminar 'ARN contaminant en la mostra.

4.3.2 Mostres fecals
La recollida de femta s'ha realitzat mitjancant el kit Stool Sample Collection &

Stabilization Kit (68) (Canvax, Espanya) en mostres de femta per deposicié. Per
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a l'obtencié de la mostra es va recollir un gram de femta (aproximadament la

cullera que té el kit) i es va dissoldre en el liquid del kit.

Per a I'extraccio de I'ADN, es va utilitzar el kit HigherPurity ™ Stool ADN Isolation
Kit (69). S'han realitzat les segients modificacions en el protocol:

e L'extraccio s'ha realitzat amb 1 ml de dissolucié del conservant amb la
femta i no amb 200 grams de femta pura.

e S'ha allargat a 30 minuts la primera incubacié a 75 °C i, després, s'ha
realitzat una segona incubacié de 10 minuts a 90 °C.

e La segona incubaci6 s'ha realitzat a 50 °C afegint-hi 10 pl de proteinasa
K.

4.4 Sequenciacio

4.4.1 Control de qualitat

S'ha realitzat una analisi de qualitat de I'extraccid. La concentraciéo d'ADN s'ha
quantificat amb Qubit (70) i se n'ha valorat la qualitat amb Nanodrop (71). La
quantitat minima requerida per procedir a la preparacio de llibreries es va establir
en 20 ug/ml, i la qualitat de I'ADN s'ha establert en un minim d'1,8 en la relacié
d'absorbancies A260:A280, la qual cosa indica una puresa minima del 70 %
d'ADN.

Les mostres s'han enviat a Macrogen EUROPE, on han dut a terme un segon

control de qualitat i la posterior sequienciacio.

4.4.2 Preparacio de llibreries

Un cop les mostres han complert tots els estandards de qualitat, s'ha realitzat la
construccio de llibreries. El kit utilitzat per construir les llibreries és el TruSeq
ADN PCR Free (72) amb fragments de 350 parells de bases. Per valorar la
qualitat de la llibreria, s'ha utilitzat el Bioanalyzer ADN High Sensitivity, en el qual

s'ha acceptat una concentracio d'1 ng/ul (73).

4.4.3 Sequenciacio
El procés de sequenciacio de les mostres s’ha realitzat en un lllumina NovaSeq
5000 (74), mitjancant una sequenciacio per shotgun, que ha generat fragments

de 150 parells de bases.
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4.5 Analisis hioinformatica

4.5.1 Preparacio dels reads de la sequienciacio
Per a la determinacié de la qualitat dels reads, s'ha utilitzat el FastQC (75)

(disponible a https://github.com/s-andrews/FastQC), una eina que permet obtenir

la mitjana de qualitat dels reads per mostra i ubicacio. Després, per a la neteja
dels adaptadors, les regions de baixa qualitat i els reads massa curts, s'ha utilitzat
BBDuk del Joint Genome Institute (JGI) (disponible a
https://github.com/BiolnfoTools/BBMap). Els parametres utilitzats en la neteja

han estat els seguents:

¢ Eliminar els reads amb una longitud inferior a 50 parells de bases.
e Eliminar les bases amb una qualitat inferior a Q30 (Els fragments de read

on tenim una possibilitat d'error del 0,1 %)

Un cop eliminats els adaptadors i les regions de baixa qualitat, s'ha comprovat
de nou la qualitat amb FastQC (75).

L'altim pas del procés de qualitat ha estat eliminar 'ADN huma de les mostres,
és a dir, tot 'ADN que no pertany al metagenoma. Per a l'eliminacié de I'ADN
huma, s'han comparat tots els reads de les mostres amb el genoma huma de
referencia (GRch38.p14/hg38(76)) amb el programa per mapar bowtie2 (77,78)
(disponible a https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/). En el fitxer resultant
del mapatge, s'han eliminat el reads aparellats si almenys un dels dos contenia
una regido homologa amb el genoma huma. L'etiqueta seleccionada a bowtie2

per a aquests reads ha sigut la 12, amb els parametres per defecte.

4.5.2 Classificacio taxonomica dels regnes Bacteria, Eukarya i Arquea

Per a I'analisi poblacional, s'han seleccionat els reads sense ADN huma amb el
programari GAIA (79), desenvolupat per Sequentia SL per detectar a quina
especie pertany cada read segons el grau de semblanca. Per realitzar aquesta
assignacio, s'’han agrupat les sequéncies amb una homologia superior al 97 % i
s'ha generat una seqiiencia consens —aquests conjunts d'organismes agrupats
per la similaritat del seu ADN es coneixen com a operational taxonomic units
(OTU). Les OTU s'han confrontat amb la base de dades Sequentia Biontect

MICK, que conté informacié de microorganismes (Arqueus, bacteris, fongs i
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protozous) amb la seva taxonomia associada, i que assigna les OTU a un nivell
taxonomic segons els percentatge de similitud.

4.5.3 Taxonomia de virus bacterians (fags)
Per determinar les poblacions de fags, s'ha escollit un programa per classificar
els reads en especies, FastviromeExplorer (disponible a

https://github.com/saima-tithi/FastViromeExplorer) (80) i, com a base de dades,

s'ha escollit un cataleg publicat en el 2021 a la revista Nature per Nayfach et al.
(81). La taxonomia de cada OTU virica s'ha completat amb la informacié de

I'International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (82).

4.5.4 Assignaci6 de funcions al microbioma

L'assignacio funcional es va realitzar mitjan¢ant la traduccio dels reads i posterior
alineament amb la base de dades Uniprot(83), uniref90 (84) (disponible a
https://www.uniprot.org/help/uniref), la qual conté totes les proteines d'Uniprot
(83) i ha agrupat per funcié aquelles proteines que es diferencien en menys d'11
nucleotids i a les quals no s'ha detectat una segona possible funcié. EI mapador
gue hem fet servir és el DIAMOND (85), que permet tant la traduccié com
I'alineament amb la base de dades. Un cop s'ha realitzat I'alineament, s'ha anotat

amb UPIMAPI (disponible a https://github.com/iquasere/UPIMAPI), per mapar

les diferent proteines amb les diferents rutes metaboliques (86) a partir dels codi
Uniprot (83) obtinguts.

4.6 Analisi estadistica dels resultats
L'analisi estadistica dels rangs taxonomics ha sigut comu tant per als

microorganismes com per als virus.

Per poder realitzar l'andlisi de les mostres amb les caracteristiques de cada
pacient, s'han unificat les dades de les OTU juntament amb les metadades de
les pacients en un objecte anomenat phyloseq, que permet desar la informacio
de les pacients, les taules d'OTU i les taules taxonomiques, i accedir facilment a
funcions (87).

S'ha realitzat un procés de neteja de possibles OTU contaminants per tractar
d'eliminar possibles falsos positius dintre de les mostres. En el primer pas, s‘han

eliminat totes les OTU on no hi hagués més de dos reads entre totes les mostres.
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Després, s'ha fet una segona neteja d'OTU observant les proporcions dels reads
que han emparellat en cada OTU i com varien les proporcions segons les

concentracions d'’ADN de cada mostra mitjancant el paquet R decontam (88).

En tots els models que s'han realitzat, s'han utilitzat les covariables d'edat, index

de massa corporal (IMC) i si la dona era menopausica o no.

4.6.1 Estudi de la composicio
Per poder realitzar I'analisi de la composicié dels grups que comparem, s'’han
normalitzat els comptatges dintre de cada mostra. Cada taxdé dintre de cada

mostra s'ha normalitzat segons la seguent formula:

comptatges_OTU

Comptatges_normalitzats = -
Sumatori comptatges

Un cop s'han normalitzat les OTU per genere, s'han agrupat en el grup «Altres»
aguelles que no fossin un dels 10 generes més representats en les mostres i s’ha
fet una prova de Wilcoxon per a cada genere, per tal d'estudiar el moviment de

les grans poblacions de microorganismes.

4.6.2 Diversitat alfa

Per a I'estudi de la diversitat alfa, s'ha utilitzat I'index de riquesa Chaol (89) i els
index de diversitat de Shannon i Simpson (90-92). En I'analisi de la diversitat alfa,
no s'han normalitzat els reads perque la propia equacio de I'index normalitza els

resultats. El calcul dels tres index es troba inclos en el paquet R Vegan (93).

L'index Chaol (89) és un index de riquesa que ens dona el nombre estimat
d'espécies que trobem en el microbioma. L'index corregeix el nombre amb la
variancia detectada en la propia mostra, tenint en compte aquelles espécies que
s'han trobat en pocs dels microbiomes del conjunt de microbiomes de totes les
mostres. D'aquesta manera, s'obté una puntuacidé menor per valorar-les com a

falsos positius.

L'index de Shannon s'expressa en una escala logaritmica. El valor O indica la
presencia d'una sola espéecie, mentre que el valor maxim correspon a la situacio
en queé totes les espécies son presents en la mateixa proporcié. Per tant, un valor

alt de I'index de Shannon indica una gran diversitat d'especies en un ecosistema.
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A més, l'index de Shannon és sensible a la presencia d'especies rares, ja que

penalitza la seva baixa abundancia relativa.

L'index de Simpson proporciona una mesura de la probabilitat que dos individus
escollits a l'atzar en un ecosistema siguin de la mateixa especie. Si tots els
individus en un ecosistema sén de la mateixa especie, I'index de Simpson sera
1. A mesura que augmenta la diversitat d'especies en un ecosistema, lI'index de

Simpson disminueix.

Per a la valoracié de l'efecte de la diversitat alfa, s'ha realitzat una prova de
Wilcoxon per comparar els valors de cada mostra i observar la variacio dintre de
cada grup. Posteriorment, aquest efecte s'ha modelitzat mitjancant una regressié
lineal amb el paquet Stats d'R, on s’ha observat I'efecte que hem volgut estudiar

en I'index de diversitat amb les covariables (figura 15) (94,95).

Si
Diversitat alfa = Efecte en estudi + edat + IMC + menopausa (m)

4.6.3 Diversitat beta

Per calcular la diversitat beta de les mostres, es va fer una normalitzacio per
Trimed Mean of M-values (TMM) per tal d'eliminar I'efecte de la seqiienciacio de
I'analisi, i després es va fer una matriu de distancia de Bray-Curtis. Per poder
analitzar aquesta matriu, es va fer una analisi per components principals.
L'analisi per components principals es va realitzar mitjancant una analisi de
coordenades de doble principi (dPCoA). Per modelitzar i eliminar el possible biaix
gue poden provocar les diverses covariables en la variable principal, es va fer
una analisi dANOVA amb 1000 permutacions amb el paquet stats, aplicant la

seguent formula:

Si
Diversitat beta = Efecte en estudi + edat + IMC + menopausa (m)

4.6.4 Analisi diferencial

Per a I'analisi diferencial, es va realitzar un model per a cada taxé que tenim en
el microbioma, utilitzant la variable d'estudi i observant els canvis de logaritme
entre els diversos grups d'estudi, fent les correccions per a les diferents

covariables segons la formula segient:
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Si
LFC OTU = Efecte en estudi + edat + IMC + menopausa (—)
No

Per realitzar tots els models per a cada OTU, s'ha utilitzat el paquet ANCOM
(96,97), que permet realitzar aquestes comparacions entre tots els taxons en
estudi i permet eliminar els falsos positius. Per eliminar els falsos positius, hem

ajustat els segients parametres:

e S'han eliminat de l'analisi tots aquells taxons que no es troben com a
minim en un 10 % de cada grup de l'estudi o del total quan la variable
principal és continua.

e Els taxons amb una representacio6 inferior al 0,001 % dins de la mostra
s'han tractat com si no s’haguessin detectat.

e Un cop elaborat el model, s'ha realitzat una correccio del valor de p per
Benjamin Hochberg (BH) i Bonferroni per eliminar els taxons falsos

positius degut a la mida mostral.

4.6.5 Estudi de biomarcadors
Per a lestudi de biomarcadors, s'ha utilitzat lalgoritme del paquet
Coda4Microbiome disponible a CRAN (98). S'ha realitzat un model amb la

formula de sota:

Si
Taxé marcador = Efecte en estudi + edat + IMC + menopausa (N—O)

Després, s'ha escollit el model amb una millor separacioé de les mostres de la
corba AUC-ROC i s'ha estudiat quins eren els microorganismes marcador que

permetien el millor model i com s'han distribuit les mostres.

4.6.7 Perfils de microbioma vaginal

Respecte al microbioma vaginal, s'ha classificat cada participant de I'estudi en
un dels 5 perfils determinats per I'algoritme VALENCIA (99). En aguest algoritme,
es realitza la classificacié segons el grau de similitud del microbioma amb un dels

5 tipus descrits pels autors, que son els seguents:

e CST 1: predomina L. crispatus
e CST 2: predomina L. gasseri

e CST 3: predomina L. iners
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e CST 4: predominen generes diferents del Lactobacillus, és a dir:
Streptococcus, Gardnerella, Bifidobacterium i Staphylococcus

e CST 5: predomina L. jensenii
S'ha adaptat el codi original per poder-lo fer servir amb shotgun metagenomica.

4.6.8 Analisi diferencial i enriquiment

Amb els comptatges del nombre de reads que s'han mapejat per a cada proteina,
s'ha realitzat primer una analisi diferencial i, després, un enriquiment. L'analisi
diferencial s'ha fet amb DESEQ?2, i s'han obtingut les proteines diferencialment
detectades en les dones amb ITUr i en les dones control. Després, aquestes
proteines s'han enriquit agrupant-les pels codis Gene ontology (GO) (100) i Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (101), que indiquen la funcio de
cada gen. Aquest enriquiment s'ha realitzat amb el paquet fgsea (102), que
realitza I'enriguiment, permetent observar quines funcions es troben més en les

dones amb ITUr i quines altres a les dones control.

5 Resultats i argumentacio

5.1 Poblacié estudiada

De I'enquesta realitzada a cadascuna de les 50 pacients i les 44 dones control
que formen part de I'estudi, I'analisi de les variables numériques mostra que la
mitjana d’edat de les participants és de 46,2 anys i que tenen un IMC de
23,9 kg/m? (taula 1). No s'han trobat diferéncies significatives entre el 2 grups en
aguestes variables, excepte lI'augment significatiu de la puntuacio del sol pelvia
en les dones amb ITUr (p = 1,483 x 107°).

Entre les variables categoriques, s'ha preguntat per la freqiiencia de les relacions
sexuals, i s'ha obtingut que el 12 % de les participants no eren sexualment
actives en el moment de l'estudi i que el 52,2 % mantenien relacions sexuals

almenys un cop per setmana. El 45,8 % de les dones son menopausiques.

) Mitjana dones amb Mitjana controls
Variable ) ) . . Valor de p
ITUr (minim-maxim) (minim-maxim)
Edat (anys) 46,24 (18-76) 48,94 (20-76) 0,1644
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24,16 (16,26-

IMC (kg/cm?) 23,98 (16,26-41,72) 0,6845
37,87)
Fills 1,42 (0-6) 1,42 (0-6) 0,4619
Ingesta d'aigua
. ) 1,59 (0-4) 1,4 (0-4) 0,8964
diaria (I/dia)
Puntuacié pelviana 14,78 (0-44) 1,58 (0-10) 1,483 x 1075

Taula 1. Principals variables numeriques de les participants en l'estudi. Els valors de p indiquen si la
diferéncia entre els grups és significativa

Entre altres variables d'interes recollides en I'estudi sén els habits dietetics, i s'ha
observat que el 85 % de les participants no segueixen cap dieta especifica

(qualificada com a mediterrania en I'enquesta de I'annex),

No s'’han observat diferéncies significatives entre ambdds grups, ni en l'activitat
sexual (p = 0,354) ni en els habits dietétics (p = 0,594), ni tampoc en l'estat
menopausic (p = 0,453).

Aixi doncs, de les diferents variables estudiades entre ambdds grups, no
s'observen diferéncies estadisticament significatives entre les dones amb i sense
ITUr, excepte pel que fa a la puntuacié de sol pelvia. Els principals factors que
afecten els microbiomes relacionats amb la microbiota vaginal descrits per Morsli
et al., com ara l'edat, I'estat hormonal o I'activitat sexual, s'han descartat com a
efecte confussor degut a la no significacié (103). Igualment, en les analisis
subseqlents s'ha decidit incloure les variables edat, estat menopausic i IMC
(dels quals s’han descrit variacions tant en la microbioma vaginal com en
I'intestinal), per tal de reduir I'efecte que poguessin provocar (104). Ates que la
puntuacié pelviana ha resultat ser significativa, s'ha decidit valorar com afecta el

seu increment només en les dones amb ITUr.

5.1.2 Estudi d'infecci6 d'orina

Del total de 94 mostres d'orina recollides, només en dues es va diagnosticar una
ITU produida per bacils gramnegatius, concretament per Escherichia coli, un dels
uropatogens més habituals (12). Aquestes dues mostres també presentaven
leucocitaria significativa. En 5 de 94 mostres, es va observar 225 cél-lules de
descamacio epitelial per camp, la qual cosa es indicativa d'una possible mala

recollida, pero es va poder descartar la infeccio urinaria degut al fet que no
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presentaven leucocitdria i que la tinci6 de Gram no va revelar cap morfologia

compatible amb un uropatogen.

Per altra banda, 20 mostres mostraven meés de 5 leucocits per camp i 13 tenien
més de 20 eritrocits per camp, fet que podria estar associat a processos

inflamatoris o infecciosos del tracte urinari.

Finalment, en la tinci6 de Gram, 33 mostres presentaren bacils grampositius.
D'aquestes, 28 tenien formes compatibles amb Lactobacillus, microorganisme
predominant de la microbiota vaginal, mentre que 5 mostres mostraven bacils
amb morfologia compatible amb Gardnerella vaginalis, patogen freqientment
associat amb desequilibris en la microbiota vaginal, compatible amb la vaginosi
bacteriana (105). En el cultiu de totes les mostres, només les dues amb E. coli

es van confirmar com a ITU activa.

En conclusio, només dues mostres de les dones amb ITUr varen presentar un
episodi d'ITU activa en el moment de la recollida de la mostra, i en una tercera

part es trobaren microorganismes compatibles amb la microbiota vaginal.

Un dels objectius de l'estudi era el de la seqlenciaci6 genomica dels
microorganismes aillats per tal de detectar diferéncies en els factors de viruleéncia
entre les soques aillades en un grup i l'altre. Tanmateix, com que homés hem
aillat dues soques, s'ha descartat per I'estudi atés que els resultats obtinguts no

podien ser concloents.

5.2 Control de qualitat de I'extraccié d'acids nucleics i de la sequienciacio

El primer control de qualitat del procés de sequenciacié té lloc després de
I'extracciéo d'’ADN. De les 188 mostres recollides (fecals i vaginals), 4 (2 fecals i
2 vaginals) no van superar els criteris establerts. Aquestes mostres presentaven
una concentracié inferior a 20 ng/pl i una relacié A260/A280 propera a 1,80, la
qual cosa indicava una possible contaminacio o insuficiencia en la puresa de
I'ADN. Per tant, van quedar excloses de l'estudi, i les mostres viables per a

I'analisi van passar a ser 184.

Posteriorment, és important valorar el nombre de reads que s'obteneni la fiabilitat
dels mateixos. La mitja de reads per mostra vaginal fou de 3,03 x 107 i d'1,53 x

107 reads per mostra fecal.

37



La qualitat de les sequéncies, determinada pel Q score, dona una mitja de 32,5
(rang de 20 a 37), indicativa de bona qualitat, amb una probabilitat d'error del
0,001(106). No obstant aix0, es va detectar una lleugera disminucio en la qualitat
en les ultimes bases (posicions 149-151), amb un Q score mitja de 30,1. Aquesta
disminucié pot tenir lloc degut a la saturacio del sensor. Al final del procés de
filtratge i neteja, el 12,3 % dels reads en les mostres vaginals i el 8,6 % en les

mostres fecals van ser eliminats per tenir una baixa qualitat.

Un dels problemes de la seqiienciacié de mostres humanes és que a I'’hora de
fer I'analisi per a la cerca de microorganismes, cal eliminar aquells reads que es
corresponguin amb I'ADN huma i aixi es faciliti el trobar les dianes que cal
estudiar. En les mostres fecals, aproximadament el 3 % dels reads han
correspost a ADN huma, fet que indica una baixa contaminacié humana i una
major presencia de material genétic microbia. En canvi, en les mostres vaginals,
aproximadament el 95 % de I'ADN sequenciat correspon a ADN huma, fet que
€s coherent amb la naturalesa d'aquest tipus de mostres, on la descamacié

cel-lular és més abundant.

Aixi doncs, després de la neteja i el filtratge, partim d'un nombre aproximat d'1,79
x 108 reads en les mostres fecals i un 2,05 x 10* per a les vaginals. Ambdés més
que suficients per procedir amb les analisis posteriors.

5.3 Microbioma fecal

5.3.1 Assignacio d'OTU

Durant el procés de classificacio dels reads en les diferents OTU del microbioma
fecal, s'han identificat inicialment un total de 6.177 OTU. No obstant aix0, s'ha
dut a terme un rigorés procés de depuracié. En primer lloc, s'han eliminat
aguelles OTU en que només s'han classificat un read (singletons) o dos reads
(doubletons), ja que és probable que siguin falsos positius derivats d'errors de

sequenciacio o contaminacio residual.

A continuacio, s'han descartat totes aquelles OTU d'espécies que no s'han aillat
0 no tenen una relacié clara amb el microbioma intestinal huma, segons la
literatura cientifica disponible. Aquest filtratge addicional garanteix que els taxons
seleccionats tinguin una rellevancia biologica en el context de l'intesti huma i no

siguin resultat de la introducci6 accidental d'espécies ambientals o externes.
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Finalment, després d'aquest procés de depuracio, s'ha obtingut un total de 3.327
OTU que compleixen els criteris de qualitat establerts anteriorment, i que
proporcionen una representacié meés precisa i fiable del microbioma fecal en
I'estudi. Aquesta estrategia permet enfocar I'analisi en els taxons rellevants,

eliminar soroll i augmentar la robustesa de les conclusions posteriors.

5.3.2 Estudi de la composicio

En l'estudi de la composicio del microbioma fecal, s'han detectat diferencies en
les poblacions bacterianes entre les dones control i les dones amb ITUr. El
principal canvis observat és un augment significatiu en I'abundancia relativa dels
generes Clostridium, Eubacterium i Ruminococcus en el grup de dones amb
ITUr, cosa que podria indicar una alteracio de la comunitat microbiana fecal
associada a I''TUr. En canvi, en aquest mateix grup s'ha observat una disminucié
en l'abundancia relativa dels géneres Parabacteroides, Faecalibacterium i
Alistipes (figura 14). Aquestes dades van d'acord amb el que van descriure
Worby et al. en les infeccions recurrents i Nishida et al. en la malaltia inflamatoria
intestinal, que relacionen aquests géneres amb una bona salut intestinal
(107,108).

Les espécies que pertanyen al filum Bacteroidota, i els géneres Alistipes i
Parabacteroides s'associen a un augment d'inflamacio a l'intesti, i tenen un paper
com a inductors de respostes inflamatories croniques (109). L'augment de
generes de microorganismes amb capacitats mucolitiques o de produir erosio a
les parets de lintesti poden contribuir a aquesta inflamacié de l'intesti, com el

génere Rumminoccocus, que s'ha trobat incrementat en les dones amb ITUTr.

D'altra banda, el génere Faecalibacterium és conegut com un dels principals
productors d'acids grassos de cadena curta (SCFA), metabdlits que tenen un
efecte protector davant la inflamaci6 intestinal. ElIs SCFA actuen modulant la
resposta immunitaria i mantenint la integritat de la barrera intestinal. La seva
reduccio pot contribuir a la disbiosi intestinal i a un estat proinflamatori que

sobrecarrega el sistema immunitari (107,108).
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Aquest estat d'hiperactivacié immunitaria pot afectar la capacitat del sistema de
regular adequadament el microbioma i combatre infeccions en zones

relacionades o properes a l'intesti, com el tracte urinari i vaginal (110).
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Figura 14: Agrupaci6 dels 10 géneres majoritaris detectats en el microbioma fecal. La resta de taxons s'han
inclos en el grup «Other». Els reads s'han normalitzat per abundancies relatives. Les dones control a
I'esquerra i les dones amb ITUr a la dreta.

5.3.3 Diversitat alfa

Per a l'estudi de la diversitat alfa de les mostres fecals, s'ha utilitzat un model
lineal, el qual permet analitzar les variacions en la diversitat microbiana en funcio
de diferents factors. La formula emprada en el model es presenta de la seguent

manera:
Index de diversitat = ITUr + Edat + IMC + Menopausa

En l'analisi de la riquesa del microbioma fecal, utilitzant I'index Chaol, no s'ha
observat cap efecte significatiu entre les dones amb ITUr i el grup de control
(figura 15, Chaol). Aquest resultat indica que el nombre total d'espécies
estimades en el microbioma intestinal no presenta variacions significatives entre

els dos grups.

Pel que fa als indexs de diversitat estudiats, com I'index de Shannon i I'index de
Simpson, tampoc no s'ha detectat diferéncies estadisticament significatives entre

els grups. No obstant aix0, s'observa una tendéencia general a la baixa en la
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diversitat microbiana en les dones amb ITUr en comparacié amb les dones
control (figura 15, Shannon i Simpson). Aquesta tendéncia, tot i no ser
significativa, podria indicar una lleugera reducciéo en l'equitat i I'abundancia

relativa d'espécies en les mostres fecals de les dones amb ITUr.

També s'ha observat una baixa diversitat en la microbiota fecal en altres
malalties, com la sindrome de l'intesti irritable o d'altres no localitzades en I'ambit
intestinal, com malalties hepatiques i cardiovasculars (108,109). Aquesta
disminuci6 no significativa en el microbioma intestinal pot estar relacionada amb
l'observacio d'una lleugera disbiosi en un ambient amb unes espécies molt
estables on les condicions externes, com poden ser malalties o mals habits (per
exemple, una alimentacio incorrecta), produeixen petits efectes en aquestes
poblacions (50,111). El que s'observa és que la pérdua de diversitat normalment

es relaciona amb un efecte negatiu pel l'individu.

Chao1 Shannon Simpson

PacientYes -:——:— E i PacientYes E—>—— i PacientYes i i —ﬂ)—%—

Age | | H | Age H | Age

MenopauseYes | - i | MenopauseYes i i MenopauseYes

-50 0 50 100 150 02 00 02 -0.050 -0.025 0.000 0025

Figura 15: Efecte i desviaci6 estandard per a cada variable en el model de I'efecte de cada index de diversitat
alfa en cada variable en el microbioma intestinal. S'ha generat el mateix model s'ha per a I'index de diversitat
Chaol i els index de diversitat Shannon i Simpson.

5.3.4 Diversitat beta

En l'estudi de la diversitat beta intestinal, s'ha realitzat una analisi doble dels
components principals (dPCoA) sobre una matriu de distancia de Bray-Curtis.
Els resultats obtinguts mostren una major dispersio entre les mostres del grup de

dones control que en les dones amb ITUr (figura 16).
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Posteriorment, s'ha realitzat una analisi de PERMANOVA (Permutational
Multivariate Analysis of Variance) per determinar si la clusteritzacié observada
és significativa. Per dur a terme aquesta analisi, s'ha coajustat utilitzant la

seguent formula:

Variaci6 del components = ITUr + Edat + IMC + Menopausa
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Figura 16: dPCoA de les mostres intestinals. Les dones control es troben representades en verd i les ITUr
en blau. Cada punt en el grafic representa la posicio de cada mostra en el dPCoA segons els dos primers
components. En els diagrames de caixa, veiem la variacié dels dos primer components.

En l'analisi de PERMANOVA s'observa que la clusteritzacid detectada en la
dPCoA és significativa (p = 0,00098). Aquest efecte és molt lleuger, degut al fet
gue I'R del model és de 0,026. Després, s'ha realitzat una prova de PERMDISP,
gue ha resultat no significativa (p = 0,12). Aix0 indica que aquesta clusteritzacié
significativa de les dones amb ITUr no esta causada per una dispersio de les
dades. En conclusio, aquesta clusteritzacio mostra una disbiosi de la microbiota

intestinal en el grup de les dones amb ITUr.

En la poblacio general (45) s'observa una gran varietat de tipus de microbioma
fecal, els quals no tendeixen a clusteritzar en les analisis realitzades. Aquests
canvis en el microbioma poden ser causats per diversos factors, incloent-hi

alteracions en la dieta que afecten la riquesa i la diversitat de les espécies
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presents. En les ITUr hi ha un efecte en les poblacions microbianes i sembla que
aquest efecte es comu a totes les dones. Malauradament, no es poden treure

conclusions detallades d'aguesta observacié (112).

5.3.5 Analisi diferencial
Per a I'analisi diferencial dels taxons entre les dones control i les dones amb ITUr

s'ha realitzat el segtent model a nivell de familia, génere i especie:

LFC per a cada taxo = ITUr + Edat + IMC + Menopausa
e | FC = Variacio logaritmica
A nivell de familia, s'han detectat 53 taxons significatius, dels quals només 20 i 4
segueixen sent significatius després de la prova de correccié del valor de p per
BH i Bonferroni, respectivament. Les families més observades en les dones amb
ITUr han sigut Methylococcaceae, Pseudeurotiaceae, Pichiaceae i
Streptococcaceae. En canvi, a les dones control s'han observat

Odoribacteriaceae, Sutterellaceae i Succinivibraceae (figura 17).
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Figura 17A: Analisi diferencial de les families de microorganismes detectades en el microbioma intestinal.
Els punts de color negre son els taxons significatius. Els que sén positius per la correccio del valor de p per
Bonferroni tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 17B: Analisi diferencial de les families de microorganismes detectades en el microbioma intestinal.
Els punts de color negre sén els taxons significatius. Els que sén positius per la correccié del valor de p,
per BH tenen el nom inclos en el grafic.

A nivell de génere, s'han trobat 171 taxons significatius, que corregits per

meétodes de correccié del valor de p, sén 96 per BH i 19 per Bonferroni. Els

géneres meés detectats en dones amb ITUr son Aspergillus, Weissella i

Assacarospora. Per contra, els géneres Blastocystis, Prevotellamassilia i

Holdemania s'han trobat augmentats en les dones control (figura 18).
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Figura 18A: Analisi diferencial dels generes de microorganismes detectats en el microbioma intestinal. Els
punts de color negre son els taxons significatius. A I'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les
dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr. Els que sén positius per la correccié del valor de
p per Bonferroni tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 18B: Analisi diferencial dels géneres de microorganismes detectats en el microbioma intestinal. Els
punts de color negre son els taxons significatius. A l'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les
dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr. Els que sén positius per la correccié del valor de p
per BH tenen el nom inclos en el grafic.

A nivell d'espécie, s'han trobat 605 taxons significatius, els quals, un cop aplicats
els tests de BH i Bonferroni, s'han reduit a 343 i 39, respectivament. Entre les
especies més detectades en les dones amb ITUr trobem algunes espécies de
Leuconostoc, Lactobacillus i Citrobacter, Actinomyces bouchesdurhensis,

Staphylococcus haemolyticus i Enterobacter bugandensis. Per contra, en les
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Figura 19A: Andlisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma intestinal.
A l'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en
les ITUr. Els punts de color negre son els taxons significatius. Els que son positius per la correccié del valor
de p per Bonferroni tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 19B: Analisi diferencial de les especies microorganismes detectades en el microbioma intestinal.
A l'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats
en les ITUr. Els punts de color negre son els taxons significatius. Els que sén positius per la correccié del
valor de p per BH tenen el nom inclos en el grafic.

control es troben augmentats Blastocystis hominis, Sutterella wadsworthensis i

Lactobacillus animalis (figura 19).

En l'analisi diferencial s'ha detectat l'increment de taxons que corresponen a
uropatogens en el microbioma intestinal de les dones que pateixen recurréncies.
Les espécies d'uropatdgens que s'han trobat incrementades en les dones amb
ITUr han sigut espéecies de Citrobacter, Enterobacter bugadensis i
Staphylococcus haemolyticus, o la familia Pichiaceae (que inclou fongs com les
candides). L'augment d'aquest microorganisme pot afavorir el nombre d'intents
d'invasio del microbioma urinari per part del microbioma intestinal, la qual cosa

pot produir un increment de proliferacions i, per tant, del risc d'ITUr (1).

Altres taxons que s'han detectat incrementats en el microbioma intestinal en el
grup de control han sigut Lactobacillus i Leuconostoc. Tot i que sén taxons que
normalment es troben associats a un estat sa de la microbiota intestinal, s'han
trobat incrementats en les dones amb ITUr. En estudis d'ITU, s'ha observat
I'increment d'aquests géneres en el microbioma intestinal degut a una major
interaccié amb la microbiota vaginal (113), la qual cosa denota una relacié més
estreta entre els dos microbiomes en les dones amb ITUr que en les dones
control (114).
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Alguns dels taxons detectats en les dones control han sigut algunes espécies de
la familia Prevotellamassilia o del genere Weisella relacionats amb la produccié
d'SCFA. Agquests acids tenen la funcié de reduir la inflamacio intestinal, de
manera que no es generi un estat d’inflamacio cronica, amb la qual cosa s'allibera
la carrega del sistema immunitari de l'intesti (54,110). També s'han detectat els
géneres Odoribacter i Holdemania. Tot i que no es coneix la implicacio d'aquests
dos generes en el microbioma, s'ha observat que el seu increment es
correlaciona amb condicions de microbiota sana (115). En les dones control s’ha
detectat 'augment d'un parasit, Blastocystis. Tot i que antigament aquest parasit
es considerava patogen primari, en estudis recents s'ha posat en dubte la seva
patogenicitat en la poblacié sana i s'ha suggerit que podria ser un marcador de
bona microbiota que permetria mantenir la diversitat a l'intesti i I'existencia d'una

microbiota sana (116).

5.3.6 Analisi de biomarcadors

En l'analisi de biomarcadors, s'ha dut a terme una analisi discriminant amb
l'objectiu d'identificar quins microorganismes podrien servir com a potencials
biomarcadors per caracteritzar el microbioma. Aquesta metodologia permet
diferenciar les comunitats microbianes entre els dos grups d'estudi (dones amb
infeccid del tracte urinari recurrent i dones control) mitjancant la identificacié de

patrons distintius en la seva composicio.

El model aplicat per detectar els microorganismes diferencials entre els grups

s'ha estructurat de la segiient manera:

Biomarcador = ITUr + Edat + IMC + Menopausa
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En el microbioma intestinal de les dones amb infeccio del tracte urinari recurrent,
els géneres més representats han estat Gramella, Streptococcus i Bibersteinia.
Per contra, a les dones sanes del grup de control, els generes predominants han

sigut Leptothrix, Holdemania i Cardiobacterium (figura 20A).
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Figura 20: Resultats de l'analisi discriminant amb el paquet Coda4microbiome del microbioma intestinal. A)
El nombre i nom dels taxons utilitzats per realitzar I'analisi discriminant amb un valor més alt s6n aquells
que tenen una importancia major a I'hora de determinar el grup. B) Classificacié de les mostres si utilitzem
els taxons retrobats en la primera part de I'analisi, tenint en compte el pes del taxoé i la seva abundancia
relativa. C) Distribucié de les mostres i nombre aproximat d'aquestes segons el factor pronostic.

A continuacid, s'han utilitzat aguests microorganismes per avaluar la seva
capacitat de separar les mostres dels dos grups. Els resultats mostren que, en
general, els géneres identificats permeten una clara diferenciaci6 de la
procedéncia de les mostres; tanmateix, s'ha detectat que 5 mostres presenten

un valor confus, la qual cosa dificulta la seva classificacio (figures 20B i 20C).

Aquests resultats dispars i de dificil classificacié podrien indicar variabilitat en la
composicié de les mostres, que pot ser deguda a altres factors com la dieta,
I'estat de salut o la variabilitat biologica individual. La identificacié d'aquests
generes clau no només contribueix a la caracteritzacié del microbioma intestinal
en el context de les ITUr, sinG que també pot ser una nova aproximacio a

biomarcadors en el futur.
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5.4 Microbioma vaginal

5.4.1 Assignacio d'OTU

En la assignacio taxonomica dels reads en el microbioma vaginal, s'ha identificat
un total de 3.496 OTU. També s'ha dut a terme un procés de depuracié per
descartar possibles falsos positius. Aquest procés ha consistit en eliminar el
singletons i doubletons, aixi com tots aquells que no s‘han descrit en el
microbioma vaginal. Com a resultat d'aquesta de la eliminacié de taxons, el
nombre total d'OTU s'ha reduit a 1.669.

5.4.2 Analisi de la composicio

En I'analisi de la composicio dels 10 generes més representats del microbioma
vaginal, s'ha observat que en les dones amb ITUr hi ha una disminucio
significativa de la poblacid predominant del genere Lactobacillus. Aquesta
disminucié s'associa amb un augment dels generes Achromobacter,

Stenotrophomonas i Prevotella (figura 21).

En el grup de dones control, el génere Lactobacillus és predominant, la qual cosa
contribueix a mantenir I'homeostasi del microbioma vaginal mitjancant la
regulacié d'un pH acid a partir de la fermentacio lactica (117,118). En canvi, a les
dones amb ITUr s'observen altres generes que s'han relacionat amb disbiosi
vaginal, els quals desplacen els Lactobacillus, provocant un augment del pH i
permetent la proliferacié d'altres espécies microbianes. Aixd explica l'increment
d'espécies que no es troben entre les deu més importants en aquest grup (119).
S'ha observat un increment dels generes Prevotella i Stenotrophomonas, que
son tipicament presents en el microbioma intestinal, la qual cosa denota una
connexié meés gran entre les microbiotes vaginal i intestinal. D'altra banda, el
géenere Achromobacter, identificat com un dels principals actors en lI'augment del
pH, s'ha trobat associat en I'estudi del microbioma vaginal amb altres patologies
a nivell vaginal com la vulvodinia, on s'observa també un increment de
Gardnerella (120).

49



Tax

[ [—"

[ ssciies
Gardnereis

I Lactobsciis

B otner

B Fentonichius
Prevotela

[ Ratstonia

B sinorepnomenzs

B sverioccccus

Relative abundance
=
8

Mo Yes
Samples

Figura 21: Agrupacio dels 10 géneres majoritaris detectats en el microbioma vaginal. La resta de taxons
s'han inclos en el grup «Other». Els reads s'han normalitzat per abundancies relatives. Les dones control
a l'esquerra i les dones amb ITUr a la dreta.

5.4.3 Diversitat alfa
Per a I'estudi de la diversitat alfa de les mostres vaginals s'ha realitzat un model

lineal amb la segtient equacio de la formula en el model:
index de diversitat = ITUr + Edat + IMC + Menopausa

En l'estudi de la riquesa del microbioma vaginal, no s'ha observat cap efecte
significatiu en les dones amb infeccidé del tracte urinari recurrent (figura 22,
Chaol). No obstant aix0, en els indexs de diversitat analitzats, com els de
Shannon i Simpson, s'ha registrat una diferencia significativa en el model.
Concretament, les dones amb ITUr presenten un augment en els indexs de

diversitat (figura 22, Shannon i Simpson).
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Altres estudis han reportat la importancia d'una microbiota amb una composicio
predominada pel génere Lactobacillus, i com el desplagament d'aquesta pot
arribar a provocar molesties o problemes en la salut de la dona (117,118). Tal
com s'observa en l'estudi, en les dones amb ITUr es produeix una gran
disminucié del genere Lactobacillus, que perd la predominanca, i aixo s'observa
també a nivell de diversitat alfa, on veiem l'increment dels index de Shannon e
Simpson en el microbioma vaginal. En les dones menopausiques, s'ha vist un
increment significatiu de la diversitat alfa del microbioma vaginal degut a la
pérdua del génere Lactobacillus. Aquesta pérdua de diversitat alfa s'ha
correlacionat amb algunes malalties en certes publicacions (47,121). Tot i que
en les dones del nostre estudi tenen diferéncies significatives en ['estat
menopausic entre dones amb ITUr i dones control, pot ser que la menopausa
participi com a factor de risc d'ITUr degut al desplagcament que es provoca en la
microbiota vaginal (121,122).
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PacientYes E ‘:;ﬂ—;— Pacientyes 4;—-—%— 3 3 Pacientyes 4;—-75
BMI o BMI BMI
MenopauseYes . . . MenopauseYes ‘ ‘ ‘ ‘ MenopauseYes
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Figura 22: Efecte i desviacio estandard per a cada variable en el model de I'efecte de cada index de
diversitat alfa en cada variable en el microbioma vaginal. El mateix model s'ha generat per a I'index de
diversitat Chaol i els index de diversitat Shannon i Simpson.
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5.4.4 Diversitat beta

En l'estudi de la diversitat beta vaginal en la dPCoA s'observa una major
dispersié en les mostres en les dones amb ITUr que en les dones control, per
tant observem que les mostres de les dones amb ITUr no tenen una microbiota
comuna entre elles. La microbiota vaginal de les dones control és capa¢ de
clusteritzar (figura 23). En 'TANOVA de la diversitat beta s'ha utilitzat la seguent

formula per fer el coajustament:

Distancia al centre = ITUr + Edat + IMC + Menopausa
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Figura 23: dPCoOA de les mostres vaginals. Les dones control es troben representades en verd i les que
tenen ITUr en blau. Cada punt en el grafic representa la posicié de cada mostra en el dPCoA segons els
dos primers components. En els diagrames de caixa veiem la variaci6 dels dos primer components.

En el test d'/ANOVA observem que l'efecte de dispersié que observem en la
dPCoA es significatiu (p = 0,0001) i amb el PERMDISP s'ha valorat que no hi ha
dispersié (p = 0,09). S'observa com hi ha clarament una perdua de la poblacio
predominant en les dones amb ITUr. Aixo s'observa per la major dispersio en les
mostres de les pacients que en de les dones control, que son mes semblants
(118,119).

5.4.5 Analisi diferencial
Per a I'estudi dels taxons diferencials en el microbioma vaginal, s'ha aplicat un

model lineal generalitzat per a cada nivell taxonomic estudiat: familia, génere i
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especie. El model utilitzat per identificar les diferéncies en I'abundancia relativa
dels taxons entre els grups (dones amb ITUr i dones control) és el seguent:

LFC per cada taxo = ITUr + Edat + IMC + Menopausa
* LFC = Variacio logaritmica
A nivell de familia, s'han detectat 33 taxons inicialment significatius, que s'han
reduit a 25 i 12 després de la correccié del valor de p per BH i Bonferroni,
respectivament. En el grup amb ITUr, les families més representades han sigut
Xanthomonadaceae, Caulobacteraceae i Alcaligenaceae, i en les control,
Synergistaceae, Rhizobiaceae, Selenomonadaceae (figura 24).
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Figura 24A: Analisi diferencial de les families de microorganismes detectades en el microbioma vaginal. A

I'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en les
ITUr. Els punts de color negre son els taxons significatius. Els que sén positius per la correccié del valor de
p per Bonferroni tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 24B: Analisi diferencial de les families de microorganismes detectades en el microbioma vaginal. A I'esquerra,
els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr. Els punts de color
negre son els taxons significatius. Els que sén positius per la correccio del valor de p per BH tenen el nom inclos en el
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Figura 25A: Analisi diferencial dels generes de microorganismes detectats en el microbioma vaginal. A l'esquerra, els
taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr. Els punts de color
negre son els taxons significatius. Els que son positius per la correccio del valor de p per Bonferrni tenen el nom inclos
en el grafic.
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Figura 25B: Analisi diferencial dels géneres de microorganismes detectats en el microbioma vaginal. A lI'esquerra,
els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr. Els punts
de color negre son els taxons significatius. Els que son positius per la correccid del valor de p per BH tenen el
nom inclos en el grafic.

A nivell de genere, s'han trobat 78 taxons significatius, que corregits per métodes
de correcci6 del valor de p sén 59 per BH i 17 per Bonferroni. Els generes més
detectats en dones amb ITUr son Achromobacter, Stenotrophomonas i
Brevundimonas. Per

contra, els géneres Agrobacterium, Rhizobium i

Ochrobactrum, entre d'altres, s*han trobat disminuits (figura 25).

A nivell d'espécie, s'han trobat 290 taxons significatius, els quals, un cop aplicats
els tests de BH i Bonferroni, s'han reduit a 219 i 47, respectivament. Entre les
espécies més detectades en les dones amb ITUr trobem algunes espécies
d'Streptococcus del grup B, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli, i una espécie de
Lactobacillus, L. Paracasei. Per contra, en les dones control trobem
augmentades algunes especies de Lactobacillus, Streptococcus respiraculi i

Chryseobacterium hominis (figura 26).
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Figura 26A: Analisi diferencial de les especies de microorganismes detectades en el microbioma vaginal. A
I'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les dones control. A la dreta, els més observats en les ITUr.
Els punts de color negre sén els taxons significatius. Els que son positius per la correcci6 del valor de p, a I'esquerra
per Bonferroni, a la dreta per BH, tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 26B: Analisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma vaginal. A
I'esquerra, els taxons amb una abundancia major en les dones control, a la dreta més observats en les ITUr.
Els punts de color negre son els taxons significatius. Els que s6n positius per la correccié del valor de p, a
I'esquerra per BH, a la dreta per BH, tenen el nom inclos en el grafic.
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En el grup de les dones amb ITUr, el principal genere de l'especie Lactobacillus
que s'observa és L. paracasei. Entre les especies, s'ha observat que L. paracasei
s'ha establert com a un bon microorganisme per a la recuperacio de la microbiota
intestinal o vaginal, i fins i tot se n'estudia I'administraci6 oral (123). Es possible
que L. paracasei es trobi disminuit en les persones sense ITUr per raons com
que el pH que generi no sigui tan acid, la qual cosa facilitaria 'augment de

recurrencies (124).

En l'analisi a nivell de génere, no s'observa una reduccio significativa del genere
Lactobacillus en les dones amb ITUr quan anlitzem la significacio i corregim per
testatge multiple, tant de BH com de Bonferroni. La disminucié que si ha sigut
significativa després de la correccié ha sigut la d'altres generes de BAL, com ara
Streptococcus en les dones amb ITUr, que contribueixen a la disminucié del pH
a més dels Lactobacillus (119). Per altra banda, s'ha observat un augment de
families com Alcaligenaceae, de la qual Achromobacter és el principal genere
augmentat. Aquests produeixen l'efecte contrari, és a dir, augmenten el pH, i
també s'han trobat en infeccions urinaries per cateter o en la vulvodinia
(120,125).

En aquest estudi hem observat com alguns uropatogens es troben augmentats
en les dones amb ITUr, com poden ser Escherichia coli, Pseudomonas
aureginosa o Stenotrophomonas maltophilia. Aixo podria ser per dues raons, bé
gue el microbioma vaginal actua com a reservori d'aquests microorganismes, o0
bé que hi ha una facilitat per als microorganismes de la microbiota intestinal
d'arribar a la microbiota vaginal (10,65,125). En ambdues situacions, aixo es
tradueix en una facilitat per augmentar el nombre d'intents per colonitzar la uretra
i produir una ITUr, la qual cosa genera un increment d'infeccions i proliferacions,
gue poden desembocar en l'establiment i desenvolupament d'ITUr en les
dones(8).
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5.4.6 Analisi de biomarcadors

En l'analisi de biomarcadors, s’han trobat possibles microorganismes candidats
que podrien ser marcadors per poder diferenciar els dos grups de I'estudi, per
tant, possibles generes marcadors d'ITUr. Els géneres més representatius en el
microbioma vaginal de les dones amb ITUr han sigut Bordetella, Brevundimonas
i Stenotrophomonas. Per contra, Acidovorax, Sphingomonas i Xanthomonas han
sigut els més representatius en les dones control (figura 27A). Després, s'’ha
observat la puntuacié de les abundancies d'aquests microorganismes i s'ha
observat com aconsegueixen separar les mostres. Aixi, trobem que només 6
mostres serien classificades erroniament degut a un valor més abundant a l'altre
grup (figura 27B i 27C).
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Figura 27: Resultats de l'analisi discriminant amb el paquet Coda4microbiome del microbioma vaginal. A) El
nombre i nom dels taxons utilitzats per realitzar I' analisi discriminant. Els que tenen un valor més alt sén els
gue tenen una importancia major a I'hora de determinar el grup. B) Classificacié de les mostres si utilitzem els
taxons retrobats en la primera part de I'analisi, tenint en compte el pes del taxo i la seva abundancia relativa.
C) Distribucio6 de les mostres i nombre aproximat d'aquestes segons el factor pronostic.

L'analisi discriminant ha revelat que si que existeix la possibilitat d'utilitzar
generes com a marcadors de les dones amb ITUr. S'ha observat augment dels
generes Stenotrophomonas i Brevundimonas en processos que produeixen una
alteracioé de la microbiota, com ara la neoplasia intraepitelial cervical (126). Tot i
gue en els nostres estudis s'ha detectat la preséncia d'Acidovorax en dones
control, hi ha un estudi en qué se'n determina la relacié amb la infeccié pel virus

del papil-loma huma (HPV), la qual cosa ens indica la necessitat d'un nombre de

58



mostres més elevat per poder fer servir aquests taxons com a marcadors i

establir un marcadors més especifics d'ITUr (127).

5.5 Eix intesti-vagina

Per comprendre millor la relacio entre la microbiota intestinal i la vaginal en el
context de les infeccions del tracte urinari recurrent, s'ha realitzat una analisi de
la distancia mitjana entre les mostres vaginals i fecals (0,998 i 0,995) de la
mateixa participant. Aquest metode, basat en I'analisi de la diversitat beta entre
microbiomes, permet avaluar la semblancga o diferéncia entre els microbiomes

de diferents ubicacions corporals dins d'una mateixa persona.

.oon = Wileoxon, p = 0.0029
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Figura 28: Representacié de la distancia entre el microbioma intestinal i el vaginal de cada participant de
I'estudi, desglossat per dones control (blau) i amb ITUr (verd). El test de significacié utilitzat ha sigut el test
de Wilcoxon.

En l'analisi de la distancia mitjana entre les dones control i les dones amb ITUr,
s'ha observat que la distancia entre les microbiotes vaginal i intestinal és
significativament superior en les dones control (0,998) que en les dones amb
ITUr (0,992) (p = 0,0029) (figura 28).

S'observa que la diferéncia entre les microbiotes intestinals i vaginals en les
dones amb ITUr s6n menors que en les dones control. Aixd és degut al fet que
comparteixen un major nombre d'espeécies, i que hi ha una major comunicacié
de microorganismes entre els dos ambients. Aquesta relaci6 més estreta
s'apropa a la idea que les ITU es produeixen perque microorganismes de l'intesti

son capacos d'establir-se a la microbiota vaginal i arribar a la bufeta. Aquesta
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relaci6 meés estreta, donard un nombre major de colonitzacions |,

conseguentment, un nombre major d'ITU (8,107).

5.6 Efecte de les relacions postcoitals en el microbioma de dones amb ITUr
A l'estudi s'ha dut a terme una analisi addicional en qué s'han agrupat les dones

gue pateixen infeccions del tracte urinari recurrent en dos grups diferenciats.

e Aquelles dones que pateixen ITUr practicament sempre poc després de
les relacions sexuals (29 dones amb ITUr).
e Aquelles dones que pateixen ITUr i en les quals no existeix aquesta relacid

cronopatologica amb les relacions sexuals (21 dones amb ITUr).

L'objectiu d'aquesta analisi ha estat identificar si existeixen variacions
significatives entre els dos grups, segons si l'aparicié de les ITUr esta relacionada

amb les relacions sexuals o no.

5.6.1 Analisis de la composici6

En l'estudi de la composicio del microbioma intestinal de les mostres fecals, no
s'han observat diferencies significatives entre les dones amb ITUr relacionades
amb el coit i el grup de dones amb ITUr no relacionades amb el coit. No obstant
aixo, s'ha detectat un augment notable del génere Clostridium en les dones amb
ITUr no postcoitals (figura 29). Aquest génere ha estat préviament associat amb
disbiosi en diverses condicions patologiques, inclosos pacients amb insuficiencia
renal, en els quals aquest génere es troba incrementat en el microbioma
intestinal. Aquesta observacié indica una possible relacié entre la preséncia
elevada de Clostridium i una disfuncié en I'aparell urinari, tot i que la connexié
exacta entre aquest génere i les infeccions urinaries recurrents no postcoitals

requereix una investigacié més profunda (128).

60



Relative abundance data
Fecal_sexual_interocurse

Relative abundance
e
@

Gorntrol UTl-no-postosital UTl-postooital
‘Samoles

Figura 29: Agrupacio dels 10 generes majoritaris detectats en el microbioma vaginal. La resta de taxons
s'han inclos en el grup «Other». Els reads s'han normalitzat per abundancies relatives. Les dones control a
I'esquerra, les dones amb ITUr no postcoital al centre i les dones amb ITUr postcoital a la dreta.
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Figura 30: Agrupacio dels 10 generes majoritaris detectats en el microbioma vaginal. La resta de taxons s'han
inclos en el grup «Other». Els reads s'han normalitzat per abundancies relatives. Les dones control a
I'esquerra, les dones amb ITUr no postcoital al centre i les dones amb ITU postcoital a la dreta.
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En I'estudi de la composicié de les mostres vaginals, s'observa una diferencia
significativa entre els dos subgrups de dones amb infeccions del tracte urinari
recurrent (dones amb ITUr). Les dones amb ITUr no postcoital presenten una
disminucié del génere Lactobacillus i un increment del génere Gardnerella en

comparacié amb les dones amb ITUr postcoital (figura 30).

El genere Lactobacillus té un paper crucial en el manteniment de I'homeostasi
del microbioma vaginal, ja que és responsable de mantenir un pH baix gracies a
la produccio d'acid lactic. Aquesta acidesa crea un entorn protector que impedeix
el creixement de patogens, inclosos els associats a infeccions del tracte urinari
(ITUr).

L'augment de Gardnerella, per la seva banda, ha estat ampliament associat a la
vaginosi bacteriana, afeccié caracteritzada per la pérdua de Lactobacillus i
l'augment del pH vaginal. Aquesta alteracié en la composicié microbiana fa que
el microbioma vaginal es torni més propens a facilitar infeccions, incloent-hi les
ITUr. Els resultats d'aquest estudi indiquen que les dones amb ITUr no postcoital
podrien experimentar un patro de disbiosi similar al que s'observa en la vaginosi,
fet que les fa més susceptibles a noves infeccions (119). Tot i aixd, no podem

definir si aquesta disbiosi n'és la causa o una consequéncia.

5.6.2 Diversitat alfa
En l'analisi de la diversitat alfa, s'ha aplicat un model lineal generalitzat basat en

la seguent formula:

Index de diversitat
= Aparicié d'ITUr després de les relacions sexuals x +Edat

+ IMC + Menopausa
* S'ha agafat les dones control com a grup de referéncia en el model lineal.

S'observa en el microbioma intestinal com hi ha una tendéncia de disminucié de
la diversitat en les dones amb ITUr no postcoital, tendencia que no es troba en
les dones amb ITUr postcoitals. En el microbioma vaginal s'observa un augment
significatiu de la riquesa només en les dones amb ITUr no postcoital i un augment
de diversitat en ambdds grups (figura 31). Aquesta analisi indica que la causa de

les recurréncies en les dones amb ITUr és diferent segons el grup de pacients
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analitzats. En les dones amb ITUr postcoital, observem que no hi ha un gran
augment de la diversitat alfa en la microbiota intestinal, per tant el problema es
troba principalment localitzat en la microbiota vaginal. Per contra, a les dones

amb ITUr no postcoitals s'observa un increment en la diversitat alfa intestinal.

Micrabiome « Vaginal = Gut

Beta values from Chao1 index Beta values from Shannon index Beta values from InvSimpson
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Figura 31: Efecte i desviaci6 estandard per a cada variable en el model de I'efecte de cada index de diversitat
alfa en cada variable en el microbioma vaginal (vermell) i intestinal (negre). S'ha generat el mateix model per
a I'index de diversitat Chaol i els index de diversitat Shannon i Simpson.

En el microbioma vaginal, s'observa un increment de la diversitat alfa en els index
de diversitat, més marcat en lindex de Shannon. Aqui veiem que,
independentment del grup, hi ha una tendencia a l'alga en la diversitat vaginal,
per tant una disbisosi o perdua del component majoritari, els Lactobacillus, tot i
gue es més pronunciada en les dones que pateixen ITU sense el requisit de tenir
relacions sexuals prévies (126). En la microbiota fecal, observem una tendéncia
de perdua de diversitat alfa només en el grup que pateix ITU independentment
de les relacions sexuals. En els dos microbiomes, s'observa una disbisosi més
pronunciada en les dones en qué les relacions sexuals no semblen ser el factor

predisponent.

5.6.3 Diversitat beta

En I'analisi de la diversitat beta, no s'ha detectat cap nivell de clusteritzacio dels
grups d'estudi en I'analisi dels components principals (figura 32) en la microbiota
intestinal ni en la microbiota vaginal. Per valorar les diferéncies en tots els

components, s'ha realitzat 'ANOVA amb la segtient formula per al model:
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Distancia al centre

= Aparicié d'ITUr després de les relacions sexuals + Edat + IMC

+ Menopausa

El models no han detectat una agrupacio significativa en el model de les mostres
de microbiota intestinal ni en les de microbiota vaginal. Concloem, per tant, que
no hi ha una gran diferencia en les grans comunitats entre les dones amb ITUr

segons l'aparicié de I''TU si aquesta esta relacionada amb les relacions sexuals.
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Figura 32: Doble analisi de components principals (dPCoA) de les mostres intestinals (esquerra) i de les
mostres vaginals (dreta). En el grafic es representen els dos components amb més variabilitat de I'analisi,
un en cada eix, i cada rodona indica una mostra. En verd tenim els controls, en blau les dones amb ITUr no
postcoital i en taronja les dones amb ITU postcoital.

En les mostres intestinals no hem observat cap tipus de clusteritzacié. Per contra,
en la dPCoA de les mostres vaginals s'observa una concentracio de les ITU no
postcoitals en el centre, cosa que denota una semblanca major entre elles.
Aquesta agrupacié pot denotar una dishiosi especifica de les dones que tenen
ITUr no postcoital que podria indicar que el nivell d'alteracié del microbioma pot

tenir un paper en la determinacio dels factors de risc de les pacients.

5.6.4 Analisi diferencial
En I'estudi dels taxons diferencials, s'ha realitzat el segient model per a cada
nivell de taxé estudiat, és a dir. ordre, familia, génere i especie:

LFC per a cada taxod

= Aparici6é d'ITUr després de les relacions sexuals + Edat + IMC
+ Menopausa

64



* LFC = Variacio6 logaritmica

* S'ha agafat les dones control com a grup de referencia en el model lineal.

En el microbioma fecal, s'han detectat 597 espécies diferenciades en 'analisi en
les dones que no desenvolupen I'l'TU després de les relacions sexuals i 152 en
les que si. EI nombre de taxons positius s'ha reduit a 473 i 6 per a les dones amb
ITUr no postcoitals (figura 33), i a 140 i 5 per a les dones amb ITUr postcoitals
després de fer les correccions del valor de p per BH i Bonferroni, respectivament
(figura 34).
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Figura 33A: Analisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma intestinal
comparant les dones control i les dones que tenen ITUr no postcoital. Els punts de color negre sén els
taxons significatius. Els que s6n positius per la correccio del valor de p per Bonferroni tenen el nom inclos
en el grafic.
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Figura 33B: Analisi diferencial de les especies de microorganismes detectades en el microbioma intestinal
comparant les dones control i les que tenen ITUr no postcoital. Els punts de color negre sén els taxons

significatius. Els que son positius per la correccio6 dl valor de p per BH tenen el nom inclos en el grafic.

En les dones amb ITUr, s’ha detectat un increment d'especies d'uropatogens, on

els més observats son Citrobacter freundii, Staphylococcus haemolyticus i

diverses especies de Klebsiella i Enterobacter (figura 34). La resta d'espécies

s'han trobat en ambdds grups, per tant no es troben relacionat amb I'activitat
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Figura 34A: Analisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma intestinal
comparant les dones control i les que tenen ITUr postcoital. Els punts de color negre sén els taxons
significatius. Els que sén positius per la correccié del valor de p per Bonferroni tenen el nom inclos en el

grafic.
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sexual. Tot i aix0, en les dones en qué no hi ha correlacio entre les ITU i I'activitat
sexual, I'LFC d'aquests microorganismes ha sigut més elevat.
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Figura 34B: Analisi diferencial de les especies de microorganismes detectades en el microbioma intestinal
comparant les dones control i les que tenen ITUr postcoital. Els punts de color negre son els taxons significatius.
Els que son positius per la correccio del valor de p per BH tenen el nom inclds en el grafic.

En el microbioma vaginal, s'han observat 266 espécies significatives en I'analisi

en les dones les recurréncies de les quals no es presenten després de les
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Figura 35A: Analisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma vaginal comparant
les dones control i les que tenen ITUr no postcoitals. Els punts de color negre sén els taxons significatius. Els que
son positius per la correccié del valor de p per Bonferroni tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 35B: Analisi diferencial de les especies de microorganismes detectades en el microbioma vaginal
comparant les dones control i les que tenen ITUr no postcoitals. Els punts de color negre sén els taxons
significatius. Els que so6n positius per la correccié del valor de p per BH, a I'esquerra, tenen el nom inclos en el
grafic.

relacions sexuals i 67 en les que si. En corregir el valor de p, els taxons

significatius han disminuit a 174 i 29 per a les dones amb ITUr no postcoitals i a
28 i 14 per a les dones amb ITUr postcoitals utilitzant les correccions de BH i

Bonferroni, respectivament (figura 35).

S'han trobat algunes especies de Klebsiella, Burkholderia i Streptococcus del
grup B i un génere exclusivament fecal, Facklamia, augmentat en les dones amb
ITUr que tenen ITU després de les relacions sexuals. En el grup de dones amb
ITUr que no tenen relacié amb el coit, els taxons analitzats més afectats han sigut
especies d'Anaeroglobus, que han disminuit, i de Sutterella, que han augmentat
(figura 36).
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Figura 36B: Analisi diferencial de les espécies de microorganismes detectades en el microbioma vaginal
comparant les dones control i les que tenen ITUr postcoitals. Els punts de color negre son els taxons significatius.
Els que son positius per la correccio del valor de p per BH tenen el nom inclds en el grafic.

El nombre de microorganismes detectats en les dones que pateixen recurréncies
independentment de les relacions sexuals és superior al de les dones que
pateixen aquestes recurrencies després de les relacions sexuals. En el grup de
les dones sense relacid6 amb les relacions sexuals, observem que hi ha un
augment d'espécies de Citrobacter freundii, Staphylococcus haemolyticus i

diverses especies de Klebsiella i Enterobacter, uropatdgens habituals (58).
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S'observa que les dones que tenen recurrencies sense relacié amb les relacions
sexuals tenen un nombre major de possibles uropatdogens tant en el microbioma

intestinal com en el vaginal.

5.6.5 Perfils vaginals

En l'estudi dels perfils vaginals, s'ha classificat la microbiota vaginal de cada
participant en un dels cinc tipus vaginals descrits per Michael T. France (99).
Aquests perfils estan determinats per la dominancia de diferents especies del
génere Lactobacillus i altres microorganismes, que defineixen I'ambient microbia

del tracte vaginal.

Lactobacillus dominated Non Lactobacillus dominated

Comml UT\—no—post:aita\ UTprost:aita\ Comml UTl-no-postcoital UTl-postcoital
row_cat

percent row

Bifidobacterium dominated G. vaginalis L. jensenii L.gasseri Staphylococcus dominated
. Candidatus Lachnocurva vaginae . L.iners . L.crispatus . Prevotella genus . Streptococcus genus

Figura 37: Percentatge de microbiomes que s'han classificat en cada tipus segons l'algoritme de Michael
T.France. S'ha dividit el grafic pels tipus dominats per Lactobacillus i no dominats per Lactobacillus, i pel
percentatge de cada grup classificat dintre de cada grup.

Notablement, cap de les dones amb ITUr s'ha classificat dins del perfil vaginal
dominat per Lactobacillus crispatus (figura 37). D'altra banda, el perfil
caracteritzat per la dominancia del genere Prevotella ha estat significativament
més freqient en les dones que pateixen ITUr independentment de la seva
activitat sexual. A més, no s'ha detectat cap perfil dominat per Bifidobacterium
en les dones sense ITUr.

S'observa com tant les dones control com les dones amb ITUr relacionades amb
les relacions sexuals tenen un percentatge semblant de microbiomes dominats

per Lactobacillus. Observem que en les dones que pateixen ITUr no relacionades
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amb les relacions sexuals es redueix el nombre de tipus dominants; no s'ha
observat cap grup dominat per Lactobacillus crispatus. L. crispatus és l'especie
de Lactobacillus que genera el medi més acid de tots els que habiten en la
microbiota vaginal. S'observa que en el microbioma de les dones que tenen ITU
independentment de les relacions sexuals, els Unics lactobacils que predominen
en algunes participants son L. jensenni, pel qual encara no s’ha descrit un rol de
proteccio, i L. iners, que s'ha observat que té una capacitat reduida de produir
un medi acid, degut al fet que només sintetitza l'isomer L de l'acid lactic i, per

tant, permet l'establiment de patogens amb més facilitat (129).

El perfil on predomina Prevotella esta incrementat en les dones amb ITUr no
relacionades amb les relacions sexuals, i esta associat amb unes condicions de
disbiosi vaginal i d'augment del pH que faciliten la proliferacié d'uropatogens i,
per tant, augmenten la predisposicié a infeccions del tracte urinari (130). A més,
el perfil de Bifidobacterium no es troba en les dones sanes, la qual cosa
suggereix que aquest genere pot tenir un paper menys rellevant en la proteccio
contra les ITUr, o bé que la seva preséncia és insuficient per prevenir aquestes
infeccions al nivell que ho fa Lactobacillus (131).

5.7 Efecte del sol pelvia en el microbioma

Degut a la diferencia significativa de la puntuacio del sol pelvia entre les dones
control i les dones amb ITUr, s'ha realitzat I'analisi només en les dones amb ITUr
per poder valorar-lo correctament. Per aquesta analisi, s'ha utilitzat la puntuacio
pelviana calculada amb la suma dels valors obtinguts en I'enquesta de puntuacio

del sol pelvia.
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5.7.1 Diversitat alfa
En lI'analisi de la diversitat alfa, hem corregit I'analisi amb la seguent férmula:

Index de diversitat = Puntuacié del sol pelvia x + Edat + IMC + Menopausa

Microbiome =+ Vaginal + Gut

Beta values from Chao1 index Beta values from Shannon index Beta values from InvSimpson index

Score_pelvie Score pelvic Score_pelvie

Age Age Age

BMI : | BMI Bl

-100 -50 [ 50 100 150 0.0 05 25 0.0 25
The alpha estimates against the patients The alpha estimates against the patients The alpha estimates against the patients

Figura 38: Efecte i desviacid estandard per a cada variable en el model de I'efecte de cada index de diversitat
alfa a cada variable en el microbioma intestinal i vaginal. S'’ha generat el mateix model per a I'index de diversitat
Chaol i els index de diversitat Shannon i Simpson.

No s'ha observat cap efecte significatiu ni cap tendéncia en la riquesa ni en cap
dels index de diversitat que hem fet servir en els dos microbiomes que hem
estudiat (figura 38). Per tant, veiem que l'efecte que tindra I'estat del sol pelvia
en el microbioma vaginal i intestinal sera petit, per tant no és pas responsable de

disbiosis importants.

5.7.2 Diversitat beta

En I'analisi de la diversitat beta, no s'ha representat la dPCoA de forma grafica
perqué parlem d'una variable numérica. En I'ANOVA, amb la matriu de distancia,
no s'ha observat cap efecte significatiu a mesura que augmenta la puntuacio del
sol pelvia (fecal: p = 0,823, vaginal: p = 0,342). No s'han trobat diferencies entre
ambdods microbiomes; per tant, I'efecte de I'estat del sol pelvia no produeix un

gran efecte en les comunitats microbianes.

5.7.3 Analisi diferencial
En I'analisi diferencial del microbioma intestinal segons I'estat del sol pelvia s'han
trobat 373 especies significatives, de les quals, en corregir el valor de p, tenim

121 per BH i 5 per Bonferroni. En les dones amb un sol pelvia més deteriorat,
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amb major puntuacié, s'ha observat un increment de Proteus, Citrobacter i

Enterococcus en el microbioma intestinal.

En I'analisi diferencial del microbioma vaginal segons l'estat del sol pelvia s'han
trobat 196 espécies significatives, de les quals, en corregir el valor de p, han
quedat 81 per BH i 7 per Bonferroni. A major puntuacio, i per tant pitjor condicio
del sol pelvia, alguns taxons dels géneres, Proteus, Sutterela i Rhizobium es
troben en major proporcid. En dones amb un sol pelvia en millor estat s'ha trobat

un augment de Ureaplasma i Anaeroccocus.

Tot i que no hi hem trobat publicacions sobre I'efecte del deteriorament del sol
pelvia en la microbiota intestinal, si se n'ha observat I'efecte en la microbiota
intestinal en dones amb problemes anatomics del sol pelvia. Una metaanalisi
amb el gen 16s rDNA en la microbiota vaginal en la poblacié general ha detectat
un augment de bacteris fecals (132), efecte que nosaltres no hem observat,
potser degut al baix nombre de mostres en aquesta subanalisi. En la nostra
analisi, hem observat I'increment d'alguns patogens (el més important, Proteus)
amb la capacitat de generar pedres calcaries, tot i que no s'’ha documentat

I'aparicié de pedres en les participants de I'estudi.

5.8 El viroma en la infecci6 recurrent d'orina

En aquest estudi, s'ha desenvolupat un model per avaluar I'efecte del viroma en
la microbiota vaginal i intestinal, amb un enfocament especific en la comparacio
dels bacteriofags més abundants, entre els grups de dones amb ITUr i les dones
control. Aquest model ha permés identificar possibles diferencies en la
composicié del viroma entre els dos grups d'estudi i destacar la influéncia

potencial dels bacteriofags sobre la composicid i funcié del microbioma.

5.8.1 Analisi diferencial

En l'analisi diferencial del microbioma intestinal segons l'estat del sol pelvia,
s'’han trobat 684 especies significatives, de les quals, en corregir el valor de p,
tenim 91 per BH i 2 per Bonferroni. S'observa que les especies de bacteriofags
més freqlientment detectades en la microbiota intestinal de les dones amb ITUr
sén Lactococcus F517F i Salmonella epsilon 34. En les dones control, en canvi,
els bacteriofags més significatius sén Ralstonia virus Ancahing i Achromobacter

virus Axy10 (figura 39). En I'analisi diferencial del microbioma vaginal s’han trobat
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135 espécies significatives, de les quals, en corregir el valor de p, s'observen les
xifres significatives de 94 per BH i 28 per Bonferroni. Les espécies de fags més
incrementades en la microbiota vaginal de les dones amb ITUr son Crassphage
crl31 1 i Klebsiella virus F48. En les dones control, els més significatius sén

Enterobacteria virus BP4795 i Microbacterium virus Zetal847 (figura 40).

En l'estudi, s'han detectat alguns taxons de fags coincidents dels dos
microbiomes augmentats en el mateix grup d'estudi (control o dones amb ITUr).
En la microbiota fecal de les dones amb ITUr, s'han trobat incrementats fags que
infecten especies d'uropatogens. En el microbioma vaginal de les dones amb
ITUr, s'han trobat incrementats un gran nombre de fags que sén especifics de
uropatogens, com ara els fags Escherichia virus RCS47, Acinetobacter virus
PhT2, i Klebsiella virus F48. En les dones control, s'observa un augment de fags
gue infecten Lactobacillus en el microbioma vaginal entre d'altres, la qual cosa
fa palesa la gran quantitat de Lactobacillus que s'observen en les dones control.
Tot i que no hi ha gaires publicacions sobre els fags, ja siguin els del microbioma
intestinal o els del vaginal, si que es valora la idea de detectar possibles soques
0 grups de soques, i avaluar-ne la capacitat com a marcadors i la interacciéo amb

I'hoste a partir del control dels bacteris del microbioma (133).
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Figura 39: Analisi diferencial dels fags detectats en el microbioma intestinal. Els punts de color negre son
els taxons significatius. Els que sén positius per la correccié de BH tenen el nom inclos en el grafic.
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Figura 40: Analisi diferencial dels fags detectats en el microbioma intestinal. Els punts de color negre sén
els taxons significatius. Els que son positius per la correccié de BH tenen el nom inclos en el grafic.

5.8.2 Correlacio per hoste

S'ha realitzat una analisi per determinar l'abundancia de fags basant-nos en
I'noste bacteria que infecten per cada grup d'estudi. En el microbioma fecal, s'han
detectat tres grups principals de fags, els quals infecten bacteris dels géneres
Streptomyces, Lactococcus i Streptococcus; tots es troben augmentats en les
dones amb ITUr. El microbioma vaginal presenta una major diversitat de fags,
amb un nombre més elevat que es correlaciona amb diversos géneres
bacterians. Entre els fags més representats en les dones amb ITUr s'han
identificat els que infecten bacteris dels géneres Stenotrophomonas, Serratia,
Enterobacter, Klebsiella i Achromobacter. Aquesta diversitat més elevada en el
microbioma vaginal podria reflectir una disbiosi més pronunciada, especialment
en les dones amb ITUr, on els bacteris patdogens o oportunistes tendeixen a

dominar en detriment dels Lactobacillus (figura 41).

Els fags que s'han detectat majoritariament en les dones amb ITUr son diversos,

pero entre ells s'han detectat majoritariament uropatogens, els quals es troben
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en majors quantitats degut a I'abundancia dels bacteris que fagociten. L'Us de
fags per detectar el seu hoste, el bacteri que fagociten, podria ser un metode
meés sensible a I'nora d’identificar marcadors, ja que hem observat fags d'algunes
espécies com Serratia que no s'’han detectat en l'analisi bacteriana. Aquestes
troballes posen de manifest la necessitat d'obrir linies de recerca innovadores
sobre el possible paper del viroma i la patogenia de les infeccions urinaries

recurrents.
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Figura 41: Analisi diferencial dels fags segons I'hoste que infecten en el microbioma vaginal. A I' eix X tenim
I'efecte; com més a la dreta, més es troben en les dones amb recurréncies. Tots els valors son significatius
per FDR (inferior a 0,05).
S'observa que hi ha una alta correlacio entre el fags que afecten cada grup
d'estudi i els bacteris que trobem en una abundancia més alta. Aquesta
correlacio podria ser beneficiosa per la identificacié de nous biomarcadors en la

microbiota, donat la seva alta especificitat per la soca .
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5.9 Les funcions dels gens del microbioma en la infeccio urinaria
recurrent

Per a I'analisi de funcions proteiques, s'ha identificat un total de 25.813 proteines
significatives. D'aquestes, 17.905 proteines han estat expressades sobre tot en
les dones amb ITUr, i altres 7.908 proteines han sigut més frequients en les dones

control.

Per valorar quines funcions estan més representades en cada microbioma, s'ha
realitzat una analisi d'enriquiment funcional amb la base de dades de GO. S'’han
detectat 78 funcions significatives, a 41 de les quals es troben més gens
relacionats en les dones amb ITUr, mentre que les altres 37 s6bn més frequents
en les dones control. Entre aquestes funcions, les vies de reparacié de I'ADN,
les rutes de secrecio de proteines i els transportadors de potassi estan més
representades en les dones amb ITUr. Aquestes vies podrien indicar una
resposta de I'ecosistema bacteria a I'estres i a la necessitat de reparacio cel-lular,
possiblement com a resposta a les condicions de disbiosi que caracteritzen

aquest grup.

Altres funcions que s'han observat incrementades en les dones amb ITUr sén les
bombes d'expulsié activa, les activitats d'helicasa i les proteines amb capacitat
d'unir-se a la penicil-lina. D'aquestes ultimes, hem trobat que les proteines

relacionades amb la resisténcia a betalactamics son les més abundants (taula 2)

Gen de resisténcia LFC Valor de p
tem 0,61 1,41 x 1077
blaoxa-as5 5,02 7,71 x 1076
mrdA 1,36 4,23 x 1076
bla 0,39 5,45 x 1078
Classe A beta- 0,83 1,32 x1073
lactamasa

Taula 2: Els 5 gens majoritaris detectats amb la funcié d'unié
a betalactamases. S'ha establert el nombre de canvis
logaritmics (LFC) que es troba incrementat en les dones
amb ITUr.

Després, s'ha realitzat un enriquiment amb la base de dades de KEGG. S'han
detectat 5 rutes metaboliques significatives, de les quals 1 es troba meés
expressada en les dones amb ITUr, mentre que les altres 4 s6n més frequents
0 estan mes representades en les dones control. En aquest cas, s'ha valorat

també les rutes amb un normalized enrichment score (NES) superior a 1,5, i se
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n‘han recuperat 5 en les dones amb ITUr i 6 en les controls, totes elles eren
estadisticament significatives. En les dones amb ITUr s’ha observat més gens
de les rutes del metabolisme de la tirosina, d'N-glicans i de degradacio de la
dioxina. També s'han recuperat rutes de captacié de ferro i rutes d'elongacio
d’acids grassos. En les dones control, s'han detectat incrementades rutes del
metabolisme d'acids biliars i rutes de produccio de betalactamics.

En les dones amb ITUr, s'observa un increment de gens associats a factors de
virulencia com son els gens de proteines amb capacitat de captar ions de metalls,
0 resistencies antibiotiques com proteines relacionades amb la resistencia a
betalactamics. Aquest augment de deteccié en aquestes funcions pot ser degut
a l'augment de bacteris uropatdgens o al continu Us d'antibiotics en les dones
amb recurréncies. S'observa com, malgrat absencia de tractament antibiotic
recent de les pacients incloses en l'estudi (per un dels criteris d’exclusié de
I'estudi: haver pres antibiotics en els ultims 6 mesos), els gens de resistencia
perduren en la microbiota tot i no haver-hi infeccié activa. Aixd pot causar que
I'ambient generi una predisposici0 a necessitar concentracions superiors
d'antibiotics degut al fet que molts dels gens s'alliberen de vegades fora de la
cel-lula. S'ha descrit en la literatura un augment dels gens de resisténcia en

microbiomes de persones tractades freqiientment amb antimicrobians (134).

En dones amb ITUr s'ha observat augment de gens d'algunes rutes, com ara les
del metabolisme de la tirosina i l'aparici6 d'N-glicans, que es troben
correlacionades amb un augment d'inflamacié de l'intesti (135,136). La reducci6
d'SCFA degut a la seva elongacio6 pot col-laborar a aquest estat d'inflamacié de
l'intesti (137). També s'han detectat rutes de degradacié de compostos com la
dioxina, que és proinflamatoria (138), tot i que la dioxina no es troba de forma
habitual en la dieta, per tant, se sospita que compostos com aquest en la dieta
de les dones amb ITUr que podrien facilitar aquesta inflamacio. Aixo ens pot
indicar que aquest estat d' inflamaci6 cronica podria estar estretament relacionat
amb les recurréncies, ja que sobreestimularia el sistema immunitari de I'hoste i
no permetria una correcta accié a la bufeta (111). També s'han detectat rutes de
captacio del ferro, establertes com a factors de viruléncia en algunes especies
com, per exemple, Acinetobacter baumanii (139). A les dones control s'’ha

detectat la ruta del metabolisme dels acids biliars, que s'ha determinat que sén

78



proinflamatoris (140). Per tant, veiem que la tendéncia a les dones control, a
diferéncia de les dones amb ITUr, és reduir la inflamacio, en consequéncia, la
sobreestimulacio del sistema immunitari. No s'ha trobat res descrit en relacio
amb la generacio de betalactamics en el microbioma intestinal, perdo aquests
podrien actuar com a controladors de possibles patdogens en una microbiota

sana.

En conclusio, fruit de tota aquesta analisi de les microbiotes intestinal i vaginal
de les dones amb ITUr i la comparacié amb les dones control, podem dir que a
les dones amb ITUr s'ha detectat una notoria disbiosi en comparacié amb les
dones control de I'estudi, per tant, pensem que aquesta disbiosi esta relacionada
amb l'aparicid de les recurréncies. Quan s'analitzen aquestes diferéncies en
detall, es detecta que a la microbiota intestinal de les dones amb ITUr hi ha un
augment de bacteris proinflamatoris, com Faecalibacterium, que condueix a un
estat cronic d'inflamacié i, alhora, a una reduccié dels bacteris productors
d'SCFA, que redueixen aquesta inflamacié( 54). Aquesta alteracié s'ha detectat
en diverses malalties, i és causant d'una disfuncié del sistema immunitari, la qual

deriva en una predisposicio a partir aquestes malalties (110,116).

A la microbiota vaginal, s'ha observat una notable pérdua de la poblaci6 de
bacteris productors d'acid lactic, majoritariament Lactobacillus, que soén els
encarregats de produir el pH acid que protegeix contra les infeccions (123,129).
Aquesta perdua de pH acid pot ser un dels motius pels quals hem observat
l'augment de diversitat. La disbiosi mantinguda en el temps de les microbiotes a
les dones amb ITUr genera que les interaccions entre microbiota vaginal i
intestinal siguin més freqlients. Aquest augment de freqiencia juntament amb la
disminucié de l'efecte protector (per exemple, quan el pH esdevé més alcali) pot

conduir a un augment de les infeccions urinaries.

Per altra banda, no hem estat capacos de detectar marcadors per explicar les
diferéncies entres les dones amb ITUr relacionades amb l'activitat sexual i les
gue no. Hem demostrat que el desplacament de la microbiota, intestinal i vaginal,
a les dones amb ITUr no es correlaciona amb el fet que la infeccio tingui relacié
cronopatologica o no amb les relacions sexuals. Malgrat les limitacions del nostre

estudi, ens permet plantejar la hipotesi que les recurrencies s'originen per una
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disbiosi en la microbiota. En el casos on la disbiosi €s molt pronunciada, aquesta
es independent d'efectes externs com podrien ser les relacions sexuals. Per
contra, sembla que quan la microbiota només esta lleugerament alterada, les
dones necessiten un estimul extern, com poden ser les relacions sexuals, perquée

es produeixin les recurrencies d'aquestes infeccions.

En l'estudi del sol pelvia, no s'ha observat cap modificacié qualitativa important
del microbioma, pero si que s'ha observat que puntuacions més elevades (que
signifiquen un major deterior de la musculatura pelviana) es correlacionen amb
més abundancia de Proteus. La lleugera alteracié dels microbiomes detectats
segons l'estat del sol denota que l'alteracié de la musculatura pot implicar

modificacions en els dos microbiomes en estudi.

En la fracci6é virica dels microbiomes de les dones amb ITUr s'han observat
canvis en les poblacions de fags. En les dones amb ITUr s'ha trobat un increment
de fags que afecten als uropatogens, la qual cosa denota un increment d'aquests

en la microbiota intestinal i vaginal.

Tot i que el nombre de mostres de I'estudi és suficient per observar les variacions
del microbioma en la infeccié urinaria, si que poden estar esbiaixats per la
microbiota local. Per tant, es requereixen més estudis, e idealment una
metaanalisi amb mostres procedents de diverses regions del mon, per poder
saber si aquests resultats son o no extrapolables. Una altra limitacio de I'estudi
és que el nombre de participants no ha permes la correccid en els models
estadistics amb un gran nombre de variables de I'enquesta, per tant, s'’han
escollit aquelles variables on la literatura marcava un efecte més gran sobre la
microbiota. Per contra, el fet que el mostratge de I'estudi era gairebé monocentric
permet reduir les variacions en el microbioma del medi on viuen les dones i, per

tant, permet centrar |'efecte observat en la infeccio urinaria.

Respecte a les rutes metaboliques, les funcions més abundants observades a la
microbiota intestinal de les dones amb ITUr son diferents de les observades a
les dones control. S'ha vist com en les dones controls la capacitat de desinflamar
l'intesti és important i, a la inversa, a les dones amb ITUr s'’han trobat rutes

proinflamatories. Algunes rutes en les dones amb ITUr s'han relacionat amb la
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degradacio de compostos inflamatoris de quimics com la dioxina, que no haurien

de ser habituals a la dieta.

6 Conclusions

1. De les diferents variables demografiques estudiades entre ambdés grups
(dones amb infeccio del tracte urinari recurrent [ITUr] i dones control), no
s'observen diferéncies estadisticament significatives entre totes les
variables, llevat de la puntuacié de l'estat de la musculatura pelviana.

2. Enla composicio del microbioma intestinal de les dones amb ITUr, es veu
un augment relatiu significatiu dels géneres Clostridium, Eubacterium i
Ruminococcus, i una disminucié relativa dels generes Parabacteroides,
Faecalibacterium i Alistipes.

3. Respecte al microbioma vaginal de les dones amb infeccions urinaries de
repeticio, s'observa un augment relatiu significatiu dels geéneres
Achromobacter, Stenotrophomonas i Prevotella, i una disminucio
significativa del genere Lactobacillus.

4. En l'analisi de la diversitat alfa de les dones amb infeccions urinaries de
repeticio, s'observa una tendéncia a la disminucié en la microbiota
intestinal i un augment significatiu en la microbiota vaginal. També
s'observa una disbiosi en ambdds microbiomes, a causa de la perdua
d'espécies en el microbioma intestinal i la pérdua de la poblacié de
I'espécie més important en el microbioma vaginal.

5. A les dones amb ITUr, s'ha trobat en els microbioma intestinal i vaginal,
una major abundancia d’uropatdgens, com ara E. Coli, P. aeruginosa i S.
maltophilia entre d'altres.

6. Els géneres Gramella, Streptococcus i Biberstenia s’han identificat com a
biomarcadors en la microbiota intestinal de les dones amb ITUr. En canvi,
els géneres Leptothrix, Holdemania i Cardiobacterium poden ser
biomarcadors en les dones control.

7. Els generes Bordetella, Brevundimonas i Stenotrophomonas s’han
identificat com a biomarcadors en la microbiota vaginal de les dones amb
ITUr. En canvi, els generes Acidovorax, Sphingomonas i Xanthomonas

poden ser biomarcadors en les dones control.
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8.

9.

10.

11.

12.

13.

La disbiosi en les dones amb ITUr es veu més pronunciada en les dones
gue pateixen les ITU independentment de les relacions sexuals, amb la
disminucié de la diversitat alfa en la microbiota intestinal i I'aparicio
d'espécies proinflamatories, aixi com un augment de la diversitat alfa en
la microbiota vaginal, degut a I'aparicié d'uropatogens, molt més marcada
que a les dones que només pateixen un episodi després de les relacions.
Un deteriorament del sol pelvia en les dones amb ITUr, en ambdues
microbiotes, es correlaciona amb un augment del genere Proteus.

En la microbiota intestinal i vaginal de les dones amb ITUr, s’ha trobat un
increment de l'abundancia relativa de fags, particularment dels
relacionats amb els uropatogens.

Les vies de reparacio de I'ADN, de secrecio de proteines i transportadors
de potassi es troben més representades en les dones amb ITUr. També
s'ha trobat en aquest grup, mecanismes de resisténcies als
antimicrobians, relacionats amb la resisténcia als betalactamics o
alteracions en diferents bombes d'efluxio.

En l'andlisi de les rutes metaboliques dels gens observats en el
microbioma intestinal de les dones amb ITUr, s'han vist rutes
proinflamatories i relacionades amb la degradaci6 de compostos
inflamatoris, al contrari que a les dones sanes, on s'han vist increments
d’altres rutes metaboliques

En l'analisi de les capacitats funcionals del microbioma vaginal, s'ha
observat la reduccio de rutes que generen compostos acids o implicades
en la generacio d'acid lactic. Aquestes rutes indiquen l'augment del pH en

les dones amb ITUr.
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Nota Informativa para los pacientes:

Barcelona, x de xxxx de 20xx
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Titulo del estudio: Papel del microbioma intestinal y genital en las infecciones urinarias
recurrentes.

Cadigo del estudio: P119/00427

Investigador principal: Servicio de Microbiologia,

Telf: 935537297

Centro: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un proyecto de investigacion en el que se le invita a
participar.

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica correspondiente.
Nuestra intencién es tan solo que usted reciba la informacidn correcta y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar. Para ello lea esta hoja informativa con atencion y
nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede
consultar con las personas que considere oportuno.

Debe saber que su participacién es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar su
decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion
con el personal sanitario.

Descripcidn general del proyecto

El objetivo de este proyecto es determinar la importancia de los microorganismos presentes el
tubo digestivo y concretamente los presentes en las heces y los presentes en el area genital, en las
infecciones urinarias recurrentes.

Si usted decide participar se le solicitard una muestra de heces, un exudado vaginal y una muestra
de orina.

Se le solicitara su consentimiento para que con la muestra de orina se realice un urinocultivo y de
las muestras de heces y exudado vaginal se realice un estudio del microbioma por tecnicas de
secuenciacion..

Una vez completado el estudio su muestra se desechard, y no se recogeran mas datos ni muestras.

Beneficios y riesgos derivados de su participacion

Su participacion en este proyecto carece de riesgos. Asimismo, debe saber que usted no obtendra
ningln beneficio de su participacién en este proyecto; pero de los resultados del mismo podria
derivarse un beneficio para la sociedad.

Confidencialidad

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de
proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada,
usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacidn, oposicion y cancelacién de datos, para
lo cual deberé dirigirse a su médico del estudio.

Le garantizamos que su intimidad sera estrictamente respetada y que los resultados obtenidos de
este procedimiento nunca iran acompafiados de datos o informaciones que puedan revelar su
identidad a terceros.

Compensacion econémica:

Su participacion en el estudio no le supondra ningn gasto ni obtendrd compensacion econdémica
alguna.

Si tiene alguna duda o desea recibir mas informacion, puede contactar con Dr. Ferran Navarro.
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Hoja de consentimiento informado:

YO (NOMDBre Y aPElIAOS)......cceeiiiieie e

Declaro que el Dr. Ferran Navarro del Servicio de Microbiologia me ha explicado acerca
del proyecto de investigacion titulado "Papel del microbioma intestinal i genital en las
infecciones urinarias recurrentes." y declaro que:

1. He recibido informacion clara y sencilla, oral y escrita, sobre mi participacion en el
proyecto.

2. He entendido las explicaciones del equipo médico sobre este proyecto y porqué se hace.
3. Me han pedido permiso para que los resultados puedan ser utilizados para
investigacion.

4. Me han asegurado que mis datos personales seran mantenidos en la mas absoluta
confidencialidad.

5. Puedo retirar este consentimiento en cualquier momento sin tener que dar
explicaciones, comunicando esta decision al equipo médico.

Por lo cual autorizo de forma libre y voluntaria participar en este proyecto

......................... peeerennn 0B dE 20XX

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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|
: DATA: | /
|
|

MOSTRES
S,
ESTUDI DEL PAPER DEL MICROBIOMA VAGINAL |
INTESTINAL EN LA INFECCIO URINARIA DE REPETICIO
EL PACIENT HA ESTAT INFORMAT DATA: / /

NOTA INFORMATIVA ENTREGADA | SIGNADA |:]

AL PACIENT SE LI HA REALIZAT 'ENQUESTA DATA: [/ /
ENQUESTA CUMPLIMENTADA | SIGNADA |:]

AL PACIENT SE LI HAN RECOLLIT LES MOSTRES DATA: [/ /
ORINA ]
EXUDAT VAGINAL [ |
FEMTA ]

RECOLLIDA PER:

En cas de dubte us podeu adrecar a:

Dr. Ferran Navarro (ext. 7290; fnavarror@santpau.cat)
Dra. Elisenda Mird (ext. 7577; emiro@santpau.cat)
Adria Cruells (ext.7570; acruells@santpau.cat)

PETICIO

|
: DATA: / /
|
|

ESTUDI DEL PAPER DEL MICROBIOMA VAGINAL |
INTESTINAL EN LA INFECCIO URINARIA DE REPETICIO

ES SOL-LICITA LESTUDI DEL MICROBIOMA URINARI D
ES SOL-LICITA LESTUDI DEL MICROBIOMA VAGINAL D

ES SOL-LICITA L'ESTUDI DEL MICROBIOMA INTESTINAL D

En cas de dubte us podeu adrecar a:

Dr. Ferran Navarro (ext. 7290; fnavarror@santpau.cat)
Dra. Elisenda Mird (ext. 7577; emiro@santpau.cat)
Adria Cruells (ext.7570; acruells@santpau.cat)
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ENCUESTA

I
I
I FECHA:
I
I

Datos personales
Afio de nacimiento: |/ /
Edad (afios):

Peso (Kg):
Talla (m):

Numero de hijos:

Nivel de estudios: Ninguno E.Primaria  E.Secundaria Obligatoria  E. Superiores

Tipo de dieta: Sin restricciones  Vegetariana

Ingesta hidrica (litros/dia):

Vegana Singluten  Sinlactosa Hiperprotéica  Anticdndida

Antecedentes en Infeccion urinaria

Edad inicio de ITUr (afios):
Ne ITUs/afio:
ITU postcoital:

Urgencia miccional: s/ No

Frecuencia miccional diurna: <1h/1-2h/ 2-4h/ >4h

Estrefiimiento: Si / No N2 deposiciones:

Incontinencia urinaria: 5i / No  Tipo:

Antecedentes en ginecologia
Ne partos vaginales:

Ne cesdreas:

Fecha de dltima regla:

Dias tras inicio de altima regla:

Método intimo mds habitual (Gltimos 6 meses):
Menopausia:

Cirugia pélvica previa:

Prolapso 6rganos pélvicos:

Vaginitis de repeticion (>3 en 6 meses):
Patologia cervical:

Sexualmente activa:

Tipo de relaciones sexuales:

Frecuencia de las relaciones sexuales:
Anticonceptivo (habitual en dltimos 6 meses):
Higiene genitales externos con jabén:
Lavados vaginales:

Ropa interior de algoddn:

Ropa interior ajustada:

Tratamiento previo con vacuna:

Terapia antiestrogénica:

Tratamiento hormonal sustitutivo sistémico:
Tratamiento estrégeno local :

Tratamiento previo suplementos ardndanos:
Tratamiento previo con D manosa:

Tampén Compresa Copa Esponja

Si/No

Ninguna Histerectomia 1Q anti-incontinencia 1Q prolapso  Otras
Ninguno Cistocele POP medio Rectocele

Si/ No

Si/No Desde:

Si/ No

Con hombres Con mujeres Con ambos

<1mes 1-2/mes 1-2/semana 3-4/semana >d4/semana
Ninguno Preservativo Espermicida Hormonal DIU Otros:
No  Si, conjabdén normal Si, con jabén intimo

Si/ No

Si/No

Si/ No

Si/No

Si/ No

Si/No Durante:

Si/No Durante:

Si/No Durante:

Si/No Durante:

Tratamiento antibidtico profildctico previo: Si/No Tipo: Durante:
Tratamiento probidtico sistémico: Si/No Tipo: Durante:
Tratamiento probidtico vaginal: Si/No Tipo: Durante:
Tratamiento endovesical: Si/No Tipo: Durante:
Otros tratamientos preventivos ITU: Si/No Tipo: Durante:
REALITZADA PER:

Incloure aquest full a la bossa amb les mostres i enviar el paquet al laboratori de Microbiologia*
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*Tener en cuenta los sintomas de los dltimos 3 meses

|
DISFUNCION SUELO PELVICO |
|

1. Habitualmente, ¢siente usted presién en la parte baja del abdomen? Si la
respuesta es si, écudnto le molesta?

™

Habitualmente, ¢tiene usted una sensacién de pesadez en la zona de la pelvis?
Si la respuesta es si, ¢cudnto le molesta?

3. Habitualmente, ¢siente usted un “abultamiento” o algo que sale hacia fuera
que puede tocar o ver en la zona de su vagina? Si la respuesta es si, écudnto le
molesta?

4. ¢Alguna vez tiene que empujar sobre su vagina o alrededor de su recto para
poder defecar o para acabar de defecar? Si la respuesta es si, {cudnto le
molesta?

5. Habitualmente, ¢tiene usted una sensacién de no llegar a vaciar
completamente su vejiga? Si la respuesta es si, écuanto le molesta?

6. ¢Alguna vez tiene usted que empujar con los dedos un “abultamiento” en la
zona de la vagina para iniciar o completar la miccion? Si la respuesta es si,
écudnto le molesta?

N

¢Tiene usted la sensacion de tener que empijar mucho para defecar? Si la
respuesta es si, ¢cudnto le molesta?

8. (¢Tiene usted la sensacién de que no ha vaciado completamente el intestino
tras haber defecado? Si la respuesta es si, écudnto le molesta?

o

Habitualmente, ¢tiene usted pérdidas fecales involuntarias cuando sus heces
son sélidas? Si la respuesta es si, ¢cudnto le molesta?

10. Habitualmente, ¢tiene usted pérdidas fecales involuntarias cuando sus heces
son muy blandas o liquidas? Si la respuesta es si, {cudnto le molesta?

11. Habitualmente,étiene usted pérdida involuntaria de gases? Si la respuesta es
si, écudnto le molesta?

12. Habitualmente, ¢siente usted dolor al defecar? Si la respuesta es si, écudnto le
molesta?

13. Habitualmente, ¢{tiene usted una fuerte sensacién de urgencia de forma que
tiene que correr al bafio para defecar? Si la respuesta es si, {cudnto le molesta?

14. ¢{Alguna vez parte de su intestino sobresale por el ano mientras usted defeca o
al acabar de defecar? Si la respuesta es si, ¢{cudnto le molesta?

15. Habitualmente, ¢orina con frecuencia? Si la respuesta es si, ¢écudnto le
molesta?

16. Habitualmente, ¢experimenta usted pérdidas involuntarias de orina
oasociadas a una sensacién de urgencia, es decir, una fuerte sensacién de
tener que ir al bafio a orinar? Si la respuesta es si, ¢{cudnto le molesta?

17. Habitualmente, ¢tiene usted pérdidas de orina al toser, estornudar o reir? Si la
respuesta es si, écudnto le molesta?

18. Habitualmente, ¢tiene usted la sensacién de perder pequefias cantidades de
orina (es decir, gotas)? Si la respuesta es si, écudnto le molesta?

19. Habitualmente, ¢tiene usted dificultades para vaciar su vejiga? Si la respuesta
es si, {cudnto le molesta?

20. Habitualmente, ¢siente usted dolor 0 molestia en la parte baja del abdomen o
en la zona genital? Si la respuesta es si, ¢écudnto le molesta?
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