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RESUMEN

Objetivo: Determinar la accion de diversos antibioticos sobre la biopelicula producida por UPEC.
Método: Se estudiaron 137 cepas de Escherichia coli que causaron ITU, aisladas de 2 centros
médicos del MINSA del Cono Norte de Lima. Se seleccionaron 45 cepas clasificadas como
formadores nivel “moderado” y “fuerte” para la evaluacion de la accién de los antibi6ticos a
distintas concentraciones. La evaluacion de formacion de biopeliculas y accién de los antibioticos
se trabajo de manera in vitro con la técnica en placa de microtitulacion de 96 pocillos con tincion
cristal violeta. El efecto de la exposicion a los diversos antibioticos se evalué comparando las
absorbancias obtenidas para cada tratamiento de un antibiético mediante ANOVA para medidas
repetidas (p < 0.05). Si existia significancia entre las absorbancias para cada tratamiento se realiz
andlisis de varianza (ANOVA) para medidas repetidas (p < 0.05). Resultados: De 124 cepas
UPEC evaluadas para formacién de biopelicula, 56 (45.2%) no fueron formadoras y 68 (54.8 %)
si, de las cuales 7 (5.7 %) presentaban nivel debil, 13 (10.4 %) nivel moderado y 48 (38.7 %) nivel
fuerte de produccion de biopelicula. La reduccion de biopeliculas con los antibiéticos evaluados
fue significativa con todas las concentraciones utilizadas. Conclusiones: Los antibi6ticos
amikacina, ceftriaxona, ciprofloxacino y fosfomicina, incluso en bajas concentraciones, reducen

la cantidad de biopeliculas generada por la bacteria E. coli uropatégena.

Palabras clave: E. coli uropatdgena, biopeliculas, antibi6ticos.
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ABSTRACT

Obijective: Determine the action of various antibiotics on the biopeliculas produced by UPEC.
Method: 137 strains of Escherichia coli that cause UTI, isolated from 2 medical centers of the
MINSA of the Northern Cone of Lima. Forty-five strains classified as "moderate” and "strong"
level formers were selected for evaluation of the action of antibiotics at different concentrations.
The evaluation of biopeliculas formation and antibiotic action was carried out in vitro using the
96-well microtiter plate technique with crystal violet staining. The effect of exposure to the various
antibiotics was evaluated by comparing the absorbances obtained for each antibiotic treatment
using ANOVA for repeated measures (p < 0.05). If there was significance between the absorbances
for each treatment, analysis of variance (ANOVA) was performed for repeated measures (p <
0.05). Results: Of 124 UPEC strains evaluated for biofilm formation, 56 (45.2%) did not form and
68 (54.8%) did, of which 7 (5.7%) had a weak level, 13 (10.4%)) moderate level and 48 (38.7%)
strong level of biofilm production. The reduction of biofilms with the antibiotics evaluated was
significant with all concentrations used. Conclusions: The antibiotics amikacin, ceftriaxone,
ciprofloxacin, and fosfomycin, even at low concentrations, reduce the amount of biopeliculas

generated by uropathogenic E. coli bacteria.

Key words: uropathogenic E. coli, biofilm, antibiotics.
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I.  INTRODUCCION

La infeccidn del tracto urinario (ITU) es una enfermedad comun en pacientes ambulatorios
y es considerada la segunda causa de infeccion intrahospitalaria (Yabar et al., 2017). EI 50 a 80%
de la poblacion que sufre esta enfermedad son mujeres jovenes sexualmente activas (Foxman,
2002 y Nachammai et al., 2016). Escherichia coli uropatdégena (UPEC) es el patotipo causante del
75 a 95% de esta enfermedad (Singer, 2015). Este microorganismo provoca episodios de cistitis
aguda no complicada e ITU recurrentes, entre un 50 a 70% y 80 a 90% respectivamente. UPEC
posee un importante factor de virulencia, que es la produccion de biopeliculas, en donde
comunidades de microorganismos crecen agregados y rodeados por una matriz extracelular (Wiles

et al., 2008; Flores-Mireles et al., 2015; Nachammai et al., 2016 y Casablanca y Hurtado, 2018).

1.1 Descripcién y formulacion del problema

En los ultimos afios, el tratamiento para eliminar microorganismos formadores de
biopeliculas ha sido un gran reto (Ortega-Pefia y Hernandez-Zamora, 2018). Esto se debe a que
UPEC es capaz de invadir el uroepitelio de la vejiga urinaria formando biopeliculas que acttuan
como reservorios bacterianos siendo este hecho considerado como un factor patogenético
implicado en el desarrollo de las ITUs (Smithson, 2008). Es por ello, que la erradicacién de estas

bacterias puede ser mas complicada debido a que estos reservorios evaden la respuesta inmune.

Existen diferentes causas que dificultan la eficacia del tratamiento: i) la matriz de
exopolisacaridos de las biopeliculas pueden albergar enzimas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) que destruye la integridad estructural del antibiotico; 11) el empleo de diversos

factores de virulencia que impiden el paso de las moleculas del antibidtico evitando su reduccion;
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y I1I) factores de union, cuya sintesis es importante para su arquitectura y estabilidad en la zona

de invasion (Casablanca y Hurtado, 2018; Bakhtiari y Javadmakoei, 2017).

De esta manera es como las moléculas antimicrobianas disminuyen su velocidad de
penetracion de la biopelicula a través de la matriz de exopolisacaridos. Con el tiempo, se ha
demostrado que la sobrevivencia de este tipo de bacterias después de un tratamiento con
antimicrobianos va por encima de las concentraciones inhibitorias minimas usadas para bacterias
suspendidas en cultivos (Caldas-Arias, 2015). Lo que conlleva a que la resistencia antimicrobiana
vaya en aumento para farmacos de primera linea usados en el manejo clinico de ITU evitando
poderlas eliminar completamente (Lasa et al., 2005; Galvan et al., 2016; Lifonzo-Mucha et al.,

2018).

Ademas del incremento de cepas resistentes a antibidticos comunmente utilizados para el
tratamiento como amoxicilina, cefalosporinas, aminoglucdésidos, cotrimaxol y quinolonas
causando la persistencia de esta bacteria en el tracto urinario, existe una ausencia de métodos
estandarizados de uso rutinario para determinar la sensibilidad de las bacterias de una biopelicula

a los antimicrobianos (Lasa et al., 2005; Soto, 2014).

Por lo explicado anteriormente, este estudio busca evaluar el efecto de diversos antibidticos
utilizados cominmente para el tratamiento de 1TU sobre la formacion de biopelicula producida
por aislamientos de UPEC por lo que nos orientamos a responder la siguiente pregunta: ¢Cual es

la accidon de diversos antibioticos sobre la biopelicula producida por aislamientos de UPEC?

1.2 Antecedentes
La incidencia real de ITU es dificil de establecer, no obstante, la prevalencia de ITU

asociada a la comunidad es del 0.7% (Tandogdu y Wagenlehner, 2016). En E.E.U.U., cerca de 7
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millones de consultas son solicitadas por ITU, de las cuales 100.000 son por hospitalizaciones para
su manejo clinico. En Chile, hay un estimado de 70 mil casos anuales relacionados a estas
infecciones. En Peru, no hay una estadistica exacta que ayude a saber la incidencia sobre esta
enfermedad (Ruiz et al., 2017 y Quispe, 2016). Sin embargo, en el 2016, un total de 5 970 personas
fueron reportadas como diagnosticadas con algun tipo de infeccion intrahospitalaria de los cuales

1 143 pacientes (19%), presentaban infeccion al tracto urinario (ITU) (Quispe, 2016).

Debido a los constantes casos presentados por esta enfermedad, en los Gltimos afios,
distintos autores han realizado estudios para evaluar la formacion de biopeliculas en cepas UPEC

causantes de ITU, asi como la accion del antibiético sobre la misma.

Tapiainen et al. (2013) realizaron en Finlandia un estudio sobre “Formacion de biopelicula
de Escherichia coli y las recurrencias de infecciones del tracto urinario en niflos”. En dicho estudio
compararon la formacion de biopeliculas in vitro de cepas de UPEC de nifios con ITU aguda o
recurrente. Estudiaron 206 aislamientos clinicos consecutivos de UPEC de nifios con 1TU
comprobada. Para la formacién de biopeliculas utilizaron el método de placa de microtitulacién
cuyos resultados fueron validados por microscopia de barrido laser confocal y microscopia
electrénica de barrido. Su principal hallazgo fue que las propiedades de los aislados de UPEC
requeridos para el crecimiento efectivo de la biopelicula en una superficie abidtica son importantes
para la pielonefritis recurrente, pero no para la cistitis recurrente informando que seria muy valioso
estudiar las propiedades de la biopelicula de E. coli observadas in vitro ya que se obtendria una

respuesta clinica mas rapida al tratamiento antimicrobiano.

Mittal et al. (2015) realizaron en la India un estudio sobre “Biopeliculas y resistencia a
multiples farmacos en Escherichia coli uropatdégena” cuyos objetivos fueron conocer la asociacion

de varios factores de virulencia y produccion de biopeliculas en UPEC y determinar el patron de
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susceptibilidad a antibioticos. En su investigacion evaluaron 135 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con casos de ITU recurrente. La biopelicula fue detectada mediante el método de placa
de microtitulacion (MTP). También detectaron diversos factores de virulencia como hemolisina,
hemaglutinacion, gelatinasa, produccion de sideroforos, resistencia serica e hidrofobicidad. Para
el caso de la prueba de susceptibilidad a los antibioticos utilizaron el método de disco difusion de
Kirby-Bauer modificado usando el método de difusion en disco para confirmar la produccion de
BLEE, AmpC, MBL. Su conclusién fue que la produccién de biopeliculas hace que el organismo
sea mas resistente a los antibidticos y virulento en comparacion con los no productores de

biopeliculas.

Tadepalli et al. (2016) realizaron en Dubai un estudio sobre “Formacion de biopeliculas en
aislados de Escherichia coli uropatégena y su asociacion con la produccién de betalactamasas de
espectro extendido y la resistencia a fArmacos” cuyo objetivo es determinar la asociacion de la
formacion de biopeliculas, la produccién de BLEE y el patron de susceptibilidad a los antibidticos
entre los aislados de UPEC. Su investigacion se realizo en 137 aislados de UPEC de casos de ITU.
La formacion de biopeliculas fue detectada mediante el método de placa de microtitulacién (MTP)
mientras que la produccién de BLEE y prueba de susceptibilidad fue por el método de disco
difusién de Kirby-Bauer. Como conclusion obtuvieron que la capacidad de formacion de
biopeliculas es mayor entre las cepas de E. coli productoras BLEE encontrando una mayor tasa de

resistencia entre los productores de biopeliculas.

Ortega-Pefia y Hernandez-Zamora (2018) realizaron en México un estudio sobre
“Produccion de biopeliculas y resistencia antimicrobiana en uropatdogenos aislados de catéteres
urinarios en un hospital de rehabilitacion fisica”. Determinaron la produccion de biopeliculas y

perfil de susceptibilidad antimicrobiana en 98 uropatogenos aislados de cultivos de orina obtenidos
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de pacientes con infeccién del tracto urinario asociado a catéter. Para ello, usaron el método de
placa de microtitulacion y disco difusion de Kirby-Bauer, respectivamente. A partir de sus
resultados concluyeron que la mayoria de los uropatdgenos poseian altos porcentajes de resistencia

a distintas familias de antibioticos, y muchos de ellos producen biopeliculas en distintos niveles.

Gonzélez et al. (2018) publicaron en Uruguay un estudio sobre “Efecto de diferentes
antibidticos en la biopelicula producida por Escherichia coli uropatégena aislada de nifios con
infeccion del tracto urinario” cuyo objetivo fue evaluar el efecto de diferentes antibidticos en
biopeliculas producidas por 116 cepas de UPEC aisladas de nifios con ITU correlacionando los
factores de virulencia y las comunidades bacterianas intracelulares (IBC) con la formacion de
biopeliculas. En conclusion, el 41% de cepas aisladas de nifios con ITU fueron productoras de
biopeliculas, en las cuales las cefalosporinas de tercera generacion, fluorogquinolonas y
aminoglucésidos demostraron ser efectivas para su reduccion in vitro. No encontraron correlacion

entre la IB e IBC en las células uroepiteliales formadoras de biopeliculas extracelulares.

Casablanca y Hurtado (2018) realiz6 en Peru el estudio denominado “Asociacion entre la
formacion de biopeliculas y la produccion de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia
coli aislados de urocultivos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue de ENERO - JUNIO 2018.
El objetivo fue determinar la asociacion entre la formacion del biopeliculas y produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Analizaron 190 cepas de E. coli aisladas de
urocultivos usando el método de Jarlier para demostrar la producciéon de BLEE y el método en
placa de cultivo de tejido (PCT) para demostrar la capacidad de formacion de biopelicula. En
conclusion, indicaron que existe una asociacion significativa entre la produccion BLEE y
formacion de biopeliculas. La prevalencia de E. coli productor de BLEE en el Hospital Nacional

Hipdlito Unanue durante enero — junio del 2018 fue del 43%.
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Risal et al. (2018) realizaron en Nepal un estudio denominado “Deteccion de formacion de
biopeliculas por Escherichia coli con su perfil antibiograma” cuyo objetivo era encontrar la
prevalencia de formacion de biopeliculas y también el patron de resistencia a los antimicrobianos
de los uropatégenos. Analizaron un total de 50 cepas aisladas para determinar la formacion de
biopeliculas y la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos mediante el método de placa de
microtitulacion y difusion en disco de Kirby-Bauer en agar Mueller Hilton segun las directrices de
CLSI, respectivamente. Por los resultados obtenidos concluyeron que las cepas formadoras de
biopeliculas mostraban una mayor resistencia a los antimicrobianos en comparacion con las no
productoras de biopeliculas es por ello por lo que los uropatégenos se deben analizar de forma

rutinaria para detectar la formacion de biopeliculas.

A diferencia de los estudios mencionados anteriormente, nuestro trabajo buscé determinar
la accién de diversos antibidticos sobre la biopelicula producida por UPEC en cepas obtenidas de
pacientes con ITU en la comunidad cuyo procedimiento se basé en el método de placa de
microtitulacion de 96 pocillos con tincion Cristal Violeta evaluando un total de 137 cepas para
determinar el nivel de formacion de biopelicula como no productores, leve, moderado y fuerte. De
las cuales, 45 cepas consideradas entre el rango de nivel moderado y fuerte fueron evaluadas para
determinar la accion de los antibidticos comdnmente usados en los tratamientos de ITU como

amikacina, ceftriaxona, ciprofloxacino y fosfomicina a diferentes concentraciones.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar la accion de diversos antibidticos sobre la biopelicula producida por UPEC.

1.3.2 Obijetivos especificos

- Estandarizar la técnica para la deteccion de biopelicula en cepas UPEC.
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- Determinar el nivel de formacién de biopeliculas en cepas UPEC aisladas de 2 centros
médicos del MINSA del Cono Norte de Lima.

- Evaluar la asociacion entre los factores demograficos y microbiolégicos con la produccion
de biopeliculas en cepas UPEC.

- Evaluar el efecto de la concentracion de los antibioticos amikacina, ceftriaxona,

ciprofloxacino y fosfomicina sobre las biopeliculas formadas por cepas UPEC.

1.4 Justificacion

En la actualidad, las infecciones causadas por E. coli uropatégena constituyen el 80% al 90%
de las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad. Son alrededor de 150 millones de personas
que desarrollan esta enfermedad cada afio (Foxman, 2014 y Flores-Mireles et al., 2015). Por ello
es considerada una enfermedad comun en la atencién ambulatoria y de emergencia en la poblacion
por lo que ha sido declarada un problema de salud publica por las complicaciones asociadas y los
altos costos que implica el tratamiento (Hinojosa, 2018). Adicionalmente, el alto consumo de
antibidticos generado por esta enfermedad contribuye al aumento de la resistencia antimicrobiana

(De la Fuente et al., 2015).

Siendo una preocupacion mundial actualmente reconocida por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) (Bahamondez-Canas et al., 2019). El Pert es uno de los paises de Latinoamérica
con mas altas frecuencias de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion consecuencia de la
produccién de BLEE, reportando en el 2014 una prevalencia de >70% en aislados de E. coli

(ReLAVRA).

La formacion de biopeliculas constituye un mecanismo protector que encapsula
comunidades bacterianas formando una barrera que limita el paso del antimicrobiano (Tadepalli

et al., 2016). Este factor de virulencia podria reducir la eficacia de los antibioticos para la
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erradicacion completa de UPEC en el tracto urinario y contribuir a la generacion de resistencia

antibidtica (Robledo et al., 2017).

En la actualidad, los casos de infecciones urinarias causadas por UPEC resistentes son
emergentes a nivel de la comunidad. En el Perd, existe poca informacion sobre la frecuencia de
produccion de BLEE en aislamientos de uropatdgenos de la comunidad, con algunos estudios
reportando una frecuencia de 10% (Asmat et al., 2015). Mé&s aln, no existe informacién sobre la
produccion de biopeliculas en uropatdgenos de la comunidad y como esta se asocia a la resistencia

a diversos antibidticos.

La formacion de biopeliculas puede dificultar el manejo antimicrobiano de los pacientes,
por lo cual el presente trabajo busca evaluar el nivel de formacion de biopeliculas en las cepas
UPEC aisladas de 2 centros de salud del MINSA del Cono Norte de Limay evaluar el efecto de la
concentracion de diversos antibioticos sobre la formacion de las biopeliculas. La informacion
obtenida en este estudio podria contribuir en brindar informacion que ayude a optimizar el manejo

de las infecciones de tracto urinario causado por UPEC.

1.5 Hipdtesis
Se requieren altas concentraciones de amikacina, ceftriaxona, ciprofloxacino y fosfomicina

para reducir los niveles de biopelicula producida por UPEC.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Infeccién del tracto urinario

2.1.1 Concepto
La CDC (Centro de control y prevencion de enfermedades) define esta enfermedad como
un proceso inflamatorio causado por la invasion y multiplicacion de bacterias en el sistema urinario

(Orrego-Marin et al., 2014).

Esta enfermedad presenta diferentes cuadros clinicos como cistitis en mujeres jovenes, ITU
recurrente, pielonefritis aguda, ITU en hombres, en el adulto mayor, en la embarazada, ITU
asociado a sonda vesical, etc. Segun localizacion, las ITUs pueden presentarse en la zona baja
(vejiga y uretra) y alta (uréteres, rifiones y pélvica renal) del tracto urinario generando o no

complicaciones sintomatoldgicas en el paciente (Delgado, 2019).

2.1.2 Epidemiologia
La ITU puede ser adquirida por personas de cualquier edad y género, es por ello la alta

prevalencia a nivel comunitario y nosocomial (Casablanca y Hurtado, 2018).

En el caso de mujeres sexualmente activas, pueden presentar ITU recurrente entre los 18 a
39 afos. Mientras que, de los 15 a 35 afios, sufren frecuentemente de cistitis cuya incidencia se

muestra en 25 casos por cada 10,000 mujeres (Robledo et al., 2017; Alds, 2005).

En las mujeres embarazadas, la incidencia de ITU es del 5 al 10%. Para el caso de los
adultos mayores a 65 afos, es considerada la segunda enfermedad mas frecuente después de las

infecciones respiratorias (Talavera, 2015).
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2.1.3 Etiologia

Existen diferentes microorganismos que poseen determinantes de virulencia intracelular
como extracelular que les permite la facil adherencia en el huésped provocando infecciones
recurrentes y cronicas. En mas del 95% de los casos, solo un microorganismo es responsable de
generar ITU tanto en hombres como mujeres (Alds, 2005; Echevarria-Zarate et al., 2006; Delcaru

etal., 2016).

El principal agente comun etioldgico en esta enfermedad es E. coli, causante del 85% en
casos de ITUS adquiridas en la comunidad, 50% en casos nosocomiales, 75 % en ITUs no
complicadas y 65% en ITUs complicadas. Sin embargo, dependiendo del estado en que se
encuentre el paciente se pueden aislar otros tipos de microorganismos por ejemplo del 20% al 25%
se pueden aislar bacterias como Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa (Alos, 2005;
Echevarria-Zarate et al, 2006; Robledo et al., 2017; Guzméan y Garcia-Perdomo, 2019; Delgado,

2019).

2.1.4 Tratamiento

Existen diferentes factores que condicionan el uso del antibidtico para desaparecer la
sintomatologia y eliminar al microorganismo en el tracto urinario. Entre ellos se encuentran los
aspectos farmacocinéticos (alta concentracion en la orina ya que esta debe llegar a la capa mas
profunda de la pared de la vejiga y la prostata o al parénquima renal, en caso de ITU alta), efectos
secundarios que pueden causar en la flora intestinal y vaginal y la tolerancia aceptable del paciente
ante el farmaco. Dentro de las familias de antibioticos méas utilizados para ITUs estan los beta-

lactdmicos y fluoroquinolonas (Piera, 2003; Ixtepan, 2018).
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Dependiendo del cuadro clinico que presente el paciente se pueden suministrar antibioticos
como ciprofloxacina, levofloxacina, ceftriaxona, cefepime entre otros. Sin embargo, la resistencia
que presentan los patdgenos ante los antibidticos viene siendo un riesgo para las terapias estandar
es por ello por lo que, dentro de los Gltimos afos, la fosfomicina y nitrofurantoina han sido de uso
necesario para uropatogenos resistentes a multiples farmacos (MDR) (Guzmaén y Garcia-Perdomo,

2019).

2.2 Escherichia coli

2.2.1 Concepto
Bacteria Gram negativa que puede originar enfermedades gastrointestinales vy

enfermedades a nivel del tracto urinario (Robledo et al., 2017).

2.2.2 Caracteristicas microbiologicas
Enterobacteria bacilar cuyo tamafio es de 1,1 — 1,5 um de diametro por 2,0-6,0 um de largo.
Productora de catalasa y B-galactosidasa. Fermentadora de glucosa y oxidasa negativo (Robledo

et al, 2017; Faleiro, 2009).

Bacteria formadora de exopolisacaridos. Expresa adhesinas, manosa sensible y resistente,
que permite reconocer los receptores celulares del epitelio urinario, asi como leucocidinas y

variabilidad antigénica, que ayuda a la invasién de este (Varela, 2008).

Segun criterios clinicos y genéticos, este microorganismo puede ser patégeno comensal,
causante de infecciones intraintestinales (IPEC) y de infecciones extraintestinales (EXPEC). En
este ultimo grupo, se encuentran la E. coli causante de sepsis (SEPEC), E. coli causante de
meningitis neonatal (NMEC) y E. coli uropatdégena (UPEC) (Guerra y Aguilar, 2005; Huillca,

2019).
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2.2.3 Escherichia coli uropatdgena
2.2.3.1 Concepto. UPEC es un tipo especifico de EXPEC, caracterizado por ser un patotipo
potencial de E. coli capaz de causar enfermedad sobre el aparato urinario. Debido a que adn no
se han distinguido los patotipos en las ITUs por E. coli, esta denominacion se mantiene como
empleo comun por la localizacion donde esta bacteria genera la enfermedad o por ser una bacteria

aislada de la orina de pacientes con ITU (Merino, 2017).

UPEC posee diferentes factores de virulencia y caracteristicas que le permite adherirse,
adquirir nutrientes especiales, multiplicarse y diseminarse dentro del tracto urinario (Baldiris-

Avila et al., 2020).

2.2.3.2 Patogénesis. La gravedad de las infecciones urinarias depende de los diversos
factores de virulencia de UPEC y la susceptibilidad del huésped contribuyendo a la colonizacion
e invasion del patdgeno en el tracto urinario, la formacién de biopeliculas y el dafio tisular

(Vysakh et al., 2018).

La enfermedad se origina con el ingreso de UPEC por la region periuretral donde comienza
a generar proteccion en forma de comunidades bacterianas intracelulares (IBC) causando apoptosis
de las células epiteliales de la vejiga generando el aumento de bacterias que expresan fimbrias tipo
1. Aqui es donde la hemolisina dafia el epitelio, se vacuolizan las células epiteliales y la toxina Sat
dafa los glomérulos creando un cuadro de bacteriemia debido a que las cepas logran atravesar el

epitelio tubular (Robledo et al., 2017; Faleiro, 2009).

2.2.3.3 Factores de virulencia de Escherichia coli uropatégena. UPEC posee diferentes
factores de virulencia tanto superficiales como secretados. Los superficiales permiten la adhesion

del patgeno en la célula huésped, la invasién celular, la formacion de biopeliculas y la induccion
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de citosinas mientras que los factores de virulencia secretados ayudan a la bacteria a colonizar y

persistir en el tracto urinario (Shah et al., 2019; Miranda-Estrada et al., 2017).

La adquisicion de estos factores de virulencia se obtiene mediante la transferencia
horizontal de genes por medio de transposones, bacteriofagos, islas de patogenicidad (PAIs) y
plasmidos. Esto confiere la formacion de nuevos nichos, ya que ayudan a la bacteria a aumentar

su capacidad de patogenicidad para causar enfermedades (Enriquez, 2013).

2.2.3.3.1 Factores de virulencia superficiales de adherencia y colonizacion. Son
organelos de tipo fimbrial que ayudan a la adherencia de la bacteria en la superficie epitelial
representando un paso importante para el inicio de la infeccion bacteriana. Estas adhesinas
contribuyen a la virulencia de diferentes maneras: activando las vias de sefializacion en células
bacterianas, el suministro activo de productos bacterianos en el tejido del huésped y el inicio de la

invasion bacteriana (Enriquez, 2013).

- Fimbrias tipo | o Pili tipo I: por su gran capacidad de union, esta adhesina se ve
involucrada en la formacion de comunidades bacterianas intracelulares (CBIs) provocando
obstruccién en los tabulos renales por la union entre bacterias que crean comunidades tipo

biopeliculas (Robledo et al., 2017).

- Fimbria P: se encuentra codificada por un cluster de genes entre ellos el gen papA
(codifica la subunidad mayor), el gen papC (transporte de subunidades al exterior y ensambla la
fimbria), el gen papE (une el complejo de adhesion papF-G a la fimbria), los genes papF y papG
(codifican el complejo de adhesion) y el gen papH (ensambla las subunidades y ancla la fimbria).
Es la adhesina causante la inflamacion local, colonizacion e invasion en el aparato urinario

(Merino, 2017).
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- Fimbria S: contribuye a diferenciar las cepas patogenas de E. coli y establece la infeccidn
en el tracto urinario ya que facilita la diseminacion del microorganismo en los tejidos del huésped

(Enriquez, 2013; Robledo et al., 2017).

- Curli: promueven la formacion de biopeliculas en las superficies abi6ticas esto se debe a
que facilitan las interacciones iniciales y posteriores entre la superficie y la bacteria. Son
colonizadoras del area perineal iniciando la infeccion de vias urinarias (Enriquez, 2013; Soto,

2014).

- Flagelo: encargado de la motilidad del patégeno e interaccion de las cepas de E. coli con

las células epiteliales (Huillca, 2019).

- Capsula: cumple funcion de anticomplemento y antifagocitario, evasion del

reconocimiento inmune y resistencia sérica (Enriquez, 2013).

- Proteina de Membrana externa: tiene funcion receptora y de transporte (Enriquez, 2013).

2.2.3.3.2 Factores de virulencia secretados. - Alfa hemolisina (HIyA): Toxina involucrada
en enfermedades extraintestinales humanas como las ITU, meningitis, septicemia. Su actividad
depende de la concentracion celular epitelial de los tGbulos proximales renales, si la concentracion
es mayor, UPEC es capaz de destruir las barreras mucosas, dafias las células de respuesta inmune
y tener acceso a los nutrientes y reservas de hierro. Es por ello que, las cepas persistentes de UPEC,

presentan una alta frecuencia de esta toxina (Robledo et al., 2017).

- Factor citotdxico necrotizante 1 (CNF1): Toxina activadora de Rho GTPasas causando
cambios en el reordenamiento del citoesqueleto de actina. Esto promueve que la bacteria pueda

inducirse en las células uroepiteliales dafiando la colonizacion temprana en la vejiga. Reduce la
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fagocitosis y actividad antimicrobiana por la inhibicion que ejerce sobre los neutréfilos (Robledo

etal., 2017).

- Toxina secretada autotrasportadora (SAT): Asociado a cepas causantes de pielonefritis
debido a que vacuolizan las células del tabulo renal proximal. Es una toxina que se ubica en las

islas de patogenicidad en el cromosoma bacteriano (Merino, 2017).

- Toxina dilatadora citoletal (CDT): Presentes en cepas UPEC. Causan citotoxicidad y

detienen el ciclo celular (Enriquez, 2013).

- Lipopolisacaridos (LPS): son acidos grasos anfipaticos que induce citosinas. Son parte
del ciclo de vida de la UPEC durante el proceso de infeccion provocando respuestas adaptativas e

innatas. Otorgan resistencia contra ciertos antibidticos (Aguiniga et al., 2016).

2.3 Biopeliculas

2.3.1 Concepto

Conjunto de microorganismos incrustados en una matriz de exopolisacéridos que se
acoplan entre si o sobre una superficie. Su actividad depende del tipo de microrganismo, su
constitucidn genética, la naturaleza del sustrato y el entorno soluble. En 1978, Consterton et al.,

describié por primera vez la “teoria unificada de la formacion de biopeliculas bacterianas”

(Shakibaie, 2018).

Uno de los factores importantes de las biopeliculas es la capacidad de adherencia a las
células del tracto urinario causando el aumento de patogenicidad y la resistencia a los

antimicrobianos (Davari et al., 2019)

Segun Socransky y Haffajee (2002), el proceso de desarrollo de las biopeliculas se genera

de dos maneras: a partir de una célula planctonica y a partir de otra biopelicula. En el primero, las
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bacterias tienen la capacidad de formar estructuras de superficie por adhesion mediante fimbrias y
fibrillas realizando expresion de genes. El segundo, se da a partir de células sueltas que fueron

desprendidas de otras biopeliculas manteniendo sus propiedades iniciales.

Cervantes-Huaman (2017) menciona que las estructuras formadas por las biopeliculas son
explicadas en los distintos modelos hallados por microscopia. Entre ellos se encuentra el modelo
monocapa (modelo continuo que describe biopeliculas lisas, planas y homogéneas. Explica las
actividades quimicas basada en la difusion, presién y efectos fisicos de flujo), modelo estructura
tridimensional o multicapa (modelo donde describe a las biopeliculas como un mosaico
heterogéneo con microorganismos aglomerados, soportados por la SPE) y el modelo de champifién
o tulipan (modelo actual que describe a la biopelicula como un tallo tipo pedestal atravesado por

canales de agua).

2.3.2 Biosintesis de la biopelicula
Segun Ortega-Pefia y Hernandez-Zamora (2018) y Robledo et al. (2017), en la formacién
de biopeliculas participan diferentes fuerzas fisicoquimicas, mecanismos genéticos y moleculares

que ayudan a regular la biosintesis de la matriz extracelular. Durante este proceso suceden 4 etapas:

e Fase de adhesion: en esta etapa ocurren dos sub-etapas: la adhesion reversible a la
superficie de las bacterias planctonicas y la adhesion irreversible a la superficie. La primera
sub-etapa, estd conformada por factores no especificos como hidrofobicidad, tension
superficial y fuerzas electrostaticas, asi como factores especificos: flagelos, proteinas de
membrana externa, fimbrias, LPS y EPS. Suceso reversible en donde las células se
desprenden de la superficie cuando hay cambios en las condiciones. Por ultimo, en la

segunda sub-etapa, se da después del primer contacto célula- superficie. Para el caso de E.
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coli, las fimbrias Curli, tipo 1 y el antigeno 43 (proteina que ayuda en las interacciones
interbacterianas en el interior de la biopelicula) son los que participan en esta adherencia.

e Fase donde se forma la matriz extracelular y las microcolonias o agregacion: aqui la matriz
comienza a extenderse o0 crecer mas que en la etapa anterior permitiendo que la biopelicula
tome mayor volumen formando varias capas y colonice la superficie. Para el caso de E.
coli, sumatriz estd compuesta por poliglucosamina, celulosa y acido colonico. En esta fase
sucede la mayor multiplicacion de células adquiriendo forma de microcolonias.

e Fase de maduracion: en la tercera fase, las bacterias agregadas empiezan a multiplicarse
debido a que hay una excesiva produccion de exopolisacaridos, liberacion de ADN
extracelular y proteinas. De esta manera es como forman una estructura tridimensional y
compleja, tipo “hongo”, donde se genera una gradiente rica en agua, nutrientes, pH y
temperatura dentro de la biopelicula efectuando una distincion con el fenotipo de una célula
planctonica.

e Fase de disgregacion o dispersion: esta ultima fase del ciclo permite a la bacteria proliferar
y colonizar otras zonas. Etapa necesaria para distintas especies de bacterias por favorecer
la transmision del medio ambiente al hospedero, entre hospederos e incluso dentro del

mismo.

La matriz formada tiene funcion de estabilizar la arquitectura formada y ayudar a la
multiplicacién de bacterias que se encuentran dentro de ella con canales de agua, iones y
comunicacion bacteriana mediante el quorum sesing (proceso de sefial que usan las bacterias para
coordinar su comportamiento dentro de la biopelicula, asi como su densidad poblacional y paso de

nutrientes para el proceso de infeccion) (Eraso y Rios, 2016).
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2.3.3 Factores de resistencia antibiotica en biopeliculas

La importancia que radica por parte de las infecciones originadas por microorganismos
formadores de biopeliculas es que presentan una alta resistencia hacia los antimicrobianos. Este
problema, ha sido demostrado por modelos in vitro después del tratamiento con antibioticos

(Caldas-Avrias et al., 2015).

Segun Ortega-Pefia y Hernandez-Zamora (2018) las bacterias que crecen en estado de

biopelicula son mil veces més tolerantes a los microbianos que las de forma libre.

Esta resistencia se debe a la aparicion de nuevas mutaciones que son aumentadas cuando
los tratamientos se generan de manera intermitente, retardada o cuando las bacterias van creciendo
en un matriz de exopolisacaridos comdn. Cada bacteria en el interior de la colonia estaria
realizando transmision horizontal de genes considerandola como un factor de virulencia (Carballo,

2018).

Estudios realizados, han determinado que este problema constituye una situacion
adaptativa y reversible debido a la recuperacion de la susceptibilidad original de cuando las

bacterias regresan al estado plancténico (Stewart, 2015).

Aunque los antimicrobianos eliminen las células normales que se encuentran en la
superficie de la biopelicula, sobrevivirian las células persistentes que estan protegidas por la matriz
de la biopelicula reanudando el crecimiento y repoblacién de la comunidad aun después de ser
inhibido el antibidtico, manteniendo la infeccion a pesar de la terapia prolongada (Suclupe-

Campos y Aguilar-Gamboa, 2020).

De acuerdo con Eraso y Rios (2016), uno de los factores que ayudan a la resistencia

antibidtica es la propiedad hidrofébica de superficies, importante para la adhesion de bacterias con
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biopeliculas en zonas inertes y vivas; factores de creacion como la composicion quimica, la
estructura de superficie y rugosidad; factores que rodean la masa como el caso de un medio con
altas concentraciones de glucosa, la captacion de bacterias y expresion de genes para la adherencia
asi como la biosintesis de aminoacidos que va de la mano con el mantenimiento de la biopelicula

a través del tiempo.

Sin embargo, uno de los factores més importantes son los del desarrollo de la biopelicula
ya que las bacterias embebidas por ellas son menos susceptibles a los antimicrobianos y la matriz
ofrece esa proteccion contra la opsonizacion y fagocitosis provocando la virulencia. Siendo un
grave problema clinico, debido a que los antibidticos solo actlan en bacterias plancténicas y no

sobre las que estan asociadas con la masa de biopelicula (Eraso y Rios, 2016).

Otro factor, es la alteracion del microambiente. Aqui mencionan que la parte mas interna
de la biopelicula posee baja cantidad de oxigeno por lo que se crea una zona anaerébica y de bajo
pH ocasionando que algunas clases de antibiéticos como los aminoglucésidos, disminuyan su

efectividad (Ortega-Pefia y Hernandez-Zamora, 2018).

También la formacion de células microbianas persistentes ayuda a la resistencia ya que
dentro de la masa de biopelicula se alojan subgrupos o colonias de microorganismos con células
persistentes siendo un fendmeno bastante perjudicial en el &mbito clinico (Caldas-Arias et al.,

2015).

Finalmente, la adaptacion genética es necesaria dentro de la biopelicula para disminuir la
susceptibilidad y obtener un fenotipo diferente y protegido. En este factor se ubican los operones
de resistencia maltiple a antibidticos (mar) que son reguladores que controlan la expresion de

varios genes en el fenotipo de E. coli ayudando a la resistencia antibiética (Singh et al., 2017).
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2.3.4 Deteccion de biopeliculas
Para detectar la maduracion y dispersion de los microorganismos formadores de
biopeliculas se necesita realizar ensayos que faciliten su evaluacion, asi como la determinacion de

la actividad antibacteriana sobre el patdgeno a estudiar (Kirmusaoglu, 2019.).

Una caracteristica comun de los ensayos para el cultivo de biopeliculas es la posible
separacion de bacterias adherentes de las bacterias que crecen de manera planctonica. En
ocasiones, estos métodos ayudan a imitar ciertos aspectos del sistema en estudio (Kirmusaoglu,

2019).

Uno de los modelos estaticos mas utilizados e importantes para el estudio de las primeras
etapas de formacion de biopeliculas es el uso de las placas de microtitulacion. Este método esta
disefiado para cuantificar el grado en que un microbio se unird a una superficie abidtica

(Kirmusaoglu, 2019).

Estas placas son comercializadas en diferentes tamafios siendo las placas de poliestireno
de 96 pocillos las mas utilizadas para realizar el cultivo de biopeliculas (Bahamondez-Canas et al.,

2019).

2.4 Susceptibilidad antibiotica

La resistencia antibidtica por parte de UPEC es uno de los principales desafios en el
tratamiento contra las ITU. Este proceso adaptativo es una estrategia de defensa natural que poseen
las bacterias contra los antibidticos cuyos mecanismos, mencionados anteriormente, pueden
coexistir en una misma cepa otorgandole capacidad al microorganismo para multiplicarse sin

problema alguno (Duran, 2018).
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La eficacia del tratamiento con antimicrobianos depende de la identificacion y patron de
resistencia presente en los uropatdgenos. Dentro del grupo de antibioticos empleados en bacterias
Gram negativas causante de ITU se encuentra la familia de los aminoglucosidos, beta-lactamicos,

quinolonas y miscelaneos (Bartoletti et al., 2016; Gonzélez, 2018).

2.4.1 Aminoglucoésidos
Familia de antibioticos que se usan para tratar infecciones bacterianas. Son de uso habitual
en el ambito clinico por ser activos a la mayoria de bacilos Gram negativos ademas de mantener

un perfil de susceptibilidad en los casos de ITU. Debe ajustarse a la funcién renal (Duran, 2018).

El mecanismo de resistencia en los aminoglucésidos es poco comun, sin embargo, cuando
ocurre se debe a la ausencia de permeabilidad a la molécula del farmaco, poca eficiencia del
receptor ribosoémico y la destruccion enzimética del fA&rmaco. La resistencia se ve originada por
enzimas modificantes de tipo acetiltransferasas, fosfotransferasas y nucleotidiltransferasas (Apaza,

2016; Merino, 2017).

En el mecanismo de accién primero las moléculas del aminoglucésido se unen a la
superficie bacteriana (Lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas de la membrana externa)
aumentando la permeabilidad. Esto permite el ingreso de algunas moléculas al periplasma de la
bacteria llegando hasta el citoplasma causando una mala traduccién de proteinas. Como
consecuencia, se genera el dafio a la membrana citoplasmatica provocando mayor ingreso de

moléculas conllevando a la muerte celular (Ramirez y Tolmasky, 2017).

En la farmacocinética, su efectividad es mayor en ambientes alcalinos, muy pocos se unen
a proteinas plasmaticas, poseen un tiempo de vida prolongado ya que se encuentran en la orina aun

48 — 200 horas de haberse suspendido el tratamiento por dosis multiples. La farmacodinamia indica
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que son bactericidas muy afines al ARN mensajero, inhiben la sintesis proteica bacteriana del
ribosoma 30S y 50S ya que interfieren la union con el ARN mensajero al iniciar la sintesis proteica

causando fallas en el cddigo genético (Rodriguez-Alvarez, 2002).

Dentro de los aminoglucdsidos més utilizados para el tratamiento urinario es la amikacina,
un antibidtico semisintético derivado de la Kanamicina, resistente a la accion de enzimas
modificadoras de aminoglucosidos e impide la transcripcion del ADN bacteriano por su unién a la

subunidad 30S del ribosoma (Ramirez y Tolmasky, 2017).

2.4.2 Betalactamicos
Familia que posee un grupo amplio de antibidticos bactericidas como penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos. Posee betalactamasas que son enzimas que

inactivan e hidrolizan el anillo betalactamico encargado de la accion antibi6tica (Merino, 2017).

El mecanismo de resistencia se puede generar por varios mecanismos: presencia de
betalactamasas (frecuente en Enterobacteriaceae), baja permeabilidad y bombas de eflujo.

También posee poca toxicidad, pero tiene amplio margen terapéutico (Gonzalez, 2018).

El mecanismo de accion se da a través de 2 eventos: evita la sintesis de la pared bacteriana
e induce la autolisis bacteriana. En el primero, el anillo betalactamico se une a las transpeptidasas
impidiendo la formacion de la pared celular quedando la bacteria expuesta al medio causando su
muerte. En el segundo, los betalactdmicos también activan una autolisina enddgena bacteriana para

eliminar el peptidoglicano (Suérez, 2009).

Las propiedades farmacocinéticas indican que la semivida de eliminacion de la mayoria de
betalactamicos (con normal funcion del rifion) es poca, por ello deben ser administradas varias

veces al dia. Su metabolismo es casi nulo debido a que se encuentran activos hasta su eliminacion
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renal por el filtrado glomerular y la secrecion tubular. En la farmacodinadmica, su lenta actividad
bactericida es independiente de la concentracion plasmatica, siempre que esta exceda la

concentracion minima del antimicrobiano que impide el crecimiento bacteriano (Suarez, 2009).

Dentro de los betalactdmicos se encuentra el grupo de las cefalosporinas. Este grupo
presenta un mecanismo de accion que se basa en su union a las proteinas transportadoras de

penicilina, inhibe la sintesis de la pared celular y su autolisis (Gruenberg y Guglielmo, 2021).

Las cefalosporinas se dividen en 4 generaciones segun su actividad antibacteriana: primera
generacion (su actividad es contra Staphylococcus no productores de betalactamasas), segunda
generacion (poseen amplio espectro contra bacterias Gram negativas de origen comunitario como
cefuroxima y cefamadol), tercera generacion (actlan sobre bacterias Gram negativas de origen
nosocomial como ceftazidima, cefoxitima y ceftriaxona) y las de cuarta generacion (activas sobre

bacterias Gram negativas y positivas como cefepime) (Apaza, 2016).

Ceftriaxona tiene actividad antimicrobiana sobre microorganismos Gram negativos y
positivos. Tienen actividad alta en las Enterobacterias como Escherichia coli. Inhibe de forma
selectiva la sintesis de la pared celular, asi como las reacciones de las transpeptidasas blogueado
la sintesis de peptidoglicano. Asi mismo, evita el crecimiento y divisién de la bacteria (Rodriguez,

2015).

2.4.3 Quinolonas

Familia de antibacterianos sintéticos que segin su estructura quimica y espectro
antimicrobiano se divide en 4 generaciones: primera generacién, con actividad presente para los
Gram negativos como acido nalidixico; segunda generacién, actian sobre Gram negativos, en

especial ciprofloxacino para Pseudomonas auriginosa; tercera generacion, accion sobre bacterias
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Gram negativas, micobacterias y atipicas como levofloxacino y cuarta generacion, aptas para

Gram positivos y bacterias anaerobias como trovafloxacino (Arés et al., 2017).

Su mecanismo de resistencia cromosoémico es debido a las mutaciones de los genes que
ayudan a codificar la enzima girasa y topoisomerasa V. Otro evento cromosomico, cuando las
bombas de eflujo se sobreexpresan y aumenta la impermeabilidad bacteriana. Sin embargo, con el
tiempo, también se han descubierto mecanismos de resistencia a nivel plasmidico con respecto al

gen gnry la inactivacion enzimética (Gonzalez, 2018).

Estos agentes bactericidas presentan un mecanismo de accion basado en la interferencia de
sintesis del ADN, causando la muerte bacteriana por fragmentacion cromosomica. A través de las
porinas se inducen en la pared celular, inhibiendo el ADN girasa (en Gram negativas) y la
topoisomerasa IV (en Gram positivas) que son necesarias para el superenrollamiento del material

genético (Alvarez et al., 2015).

Segun la farmacocinética, las quinolonas son antibioticos de uso oral. Sin embargo,
aquellas de lera generacion deben ser suministradas 4 veces al dia, aunque hay ciertas quinolonas
que solo deben darse uno o dos veces diarias. Casi la mayoria de estos antibidticos son eliminados
por via renal o hepatica. En la farmacodinamia, su actividad bactericida es dependiente de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) como ciprofloxacino cuando se suministra en altas
concentraciones, es capaz de actuar sobre la membrana celular de la bacteria desintegrando tanto

la capa interna como externa (Obando et al., 2020; Alvarez et al., 2015).

El antibidtico ciprofloxacino es una quinolona de segunda generacion cuya actividad es
frente a bacterias Gram negativos y algunas bacterias atipicas. Este antimicrobiano se usa para

prevenir infecciones bacterianas por su amplio espectro, por ejemplo, en los tratamientos para
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infecciones del tracto urinario. En el caso de la resistencia, existe una enzima que puede
inactivarlo, una enzima que es modificante de los aminoglucoésidos (Carrillo-Alduenda et al., 2018;

Maestre, 2016 y Obando et al., 2020).

2.4.4 Fosfomicina

Antibidtico sintético que presenta actividad de amplio espectro sobre Gram negativos
incluyendo Enterobacterias BLEE y carbapenemasas, y Gram positivos. Existen reportes que
indican que presente actividad inhibitoria sobre las biopeliculas. Este antibiotico es hidrosoluble
en altas concentraciones por ello es usado en tratamientos para infecciones urinarias no

complicadas (Robino et al., 2020; Merino, 2017).

Entre los mecanismos de resistencia se incluye la disminucion de transporte del antibidtico
mediante la pared celular y cambios en la hidrolisis enzimética de su anillo. También se determina
su inactivacion directa mediante metaloenzimas (fosA, FosB y fosX) o quinasas (formA y formB)

(Merino, 2017; Candel et al., 2019).

Antibiotico bactericida que actla en la fase de crecimiento de la bacteria. Su mecanismo
de accidn consiste en bloquear la sintesis del peptidoglicano. Su transporte intercelular se debe a
la accion de las permeasas: transportador del glicerol 3-fosfato (G6P) y de la glucosa 6-fosfato
(UhpT). Una vez dentro, el antibidtico inhibe la enzima UDP-N-acetilglucosamina-enolpiruvil
transferasa (MurA) (catalizador). Su anillo epéxido se une a MurA inhibiéndola, causando lisis

celular (Diez-Aguilar y Canton, 2019).

La farmacocinética de este bactericida depende de la patofisiologia de los pacientes criticos
ya que interviene en las concentraciones del lugar infectado, pudiendo reducir su accion

antibacteriana. En la farmacodinamia, presenta actividad antimicrobiana frente a patégenos
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sensibles, interviniendo en el blogqueo de la sintesis de la pared celular. Contiene amplio espectro
en bacterias Gram positivas, Enterobacterias y Pseudomonas auriginosa ademas de ser usada en

bacterias multirresistentes (MDR) (Rodriguez-Gascon y Canut-Blasco, 2019).
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I1l. METODO

3.1 Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio experimental.

3.2 Ambito temporal y espacial

La investigacion se realizo durante el periodo julio 2018 - febrero del afio 2020. Desde el
mes de julio del 2018 a enero del 2019 se evalud la cepa control E. coli ATCC 25922 empleando
dos metodologias: curvas de crecimiento y recuento de colonias. De febrero a junio del 2019 se
realizé la estandarizacion de la metodologia de placa de microtitulacion de 96 pocillos con tincion
Cristal Violeta. Los ensayos de la produccién de biopeliculas se desarrollaron en el mes de agosto
a noviembre del 2019. Finalmente, la evaluacion de la accion diferentes antibidticos sobre la

biopelicula generada por UPEC fue realizado durante enero y febrero del afio 2020.

Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Enfermedades Entéricas, Nutricion
y Resistencia Antimicrobiana (LEEN-RA) del Instituto de Medicina Tropical Alexander von

Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.3 Variables
Para evaluar el efecto de los antibidticos sobre la formacion de biopelicula, se considerd
hallar dos tipos de variables: variable dependiente, absorbancia obtenida de UPEC vy las variables

independientes donde se considerd el tipo y concentracion de antibioticos.

3.4 Poblacion y muestra
En este estudio se utilizaron cepas criopreservadas de UPEC. Estas cepas fueron colectadas
en el estudio “Vigilancia sobre la resistencia antimicrobiana en infecciones adquiridas en la

comunidad” realizado en 2 centros médicos del MINSA de los distritos de Los Olivos e
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Independencia durante octubre 2014 a setiembre 2015, el cual contaba con aprobacion del Comité

de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia previo a su ejecucion.

3.4.1 Cepas para la evaluacion de formacion de biopeliculas

En el estudio anterior, “Vigilancia sobre la resistencia antimicrobiana en infecciones
adquiridas en la comunidad”, se aislaron 157 cepas de E. coli que causaron ITU en la comunidad.
De las cuales, se excluyeron 20 cepas contaminadas, o que no crecieron durante el proceso de
reactivacion, quedandonos para este estudio con un total de 137 cepas. Se analizaron la totalidad
de cepas recuperadas, sin embargo, para el andlisis de formacién de biopeliculas solo se incluyeron
124 cepas debido a que en 13 cepas no se pudo determinar con certeza la produccion de

biopeliculas.

3.4.2 Cepas para la evaluacion de la accion de los antibidticos sobre la formacion de
biopeliculas
Del total de 61 cepas que fueron clasificadas como formadores “moderado” y “fuerte” en
el ensayo de “Evaluacion de formacion de biopeliculas”, se evaluaron las primeras 45 cepas. No

se pudo analizar la totalidad de cepas debido a limitaciones de materiales y tiempo.

3.5 Instrumentos

3.5.1 Materiales

100 unidades de microplacas de poliestireno de 96 pocillos transparente de fondo plano
(Corning - GenLab), placas de vidrio, tubos centrifuga de polipropileno 15 mL y 50 mL (Corning
- GenLab), matraces de vidrio 100 mL, asa en aro 10 pL, asa en aro 1 uL, tips azules sin filtro
1000 pL (Axygen - GenLab), microtubos 1,5 mL (Axygen - GenLab), palitos de madera, crioviales
1,5 mL (Axygen - GenLab), pipetas estériles 25 mL (Corning - GenLab), micropipetas de 200 pL

y 1000 pL (Eppendorf Research®), micropipeta multicanal (Eppendorf Research®), asas estériles
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10 pL (Copan Diagnostic - GenLab), tips amarillos sin filtro de 1-200 uL (Axygen — GenLab) y

placas Petri de plastico estériles sin division 90 x 15mm (Samplix - Muestreo y Analisis).

3.5.2 Equipos
Espectrofotdmetro, cabina de bioseguridad y Lector de ELISA para placa de

microtitulacion de 96 pocillos.

3.6 Procedimientos

3.6.1 Estandarizacion de la técnica en placa de microtitulacion de 96 pocillos con tincion
Cristal Violeta para produccion de biopeliculas.
3.6.1.1 Seleccion de la cepa control, reactivacion y criopreservacion de las cepas en
estudio. La cepa control utilizada en este trabajo fue E. coli ATCC 25922. Esta cepa fue
seleccionada por lo indicado en la metodologia propuesta por Naves et al. (2008), donde el autor

indica que esta cepa es productora fuerte de biopelicula.

Las cepas de E. coli del estudio “Vigilancia sobre la resistencia antimicrobiana en
infecciones adquiridas en la comunidad” se reactivaron de la siguiente manera: Se emple6 un asa
estéril de 10 pL, se extrajo una alicuota del Skim Milk donde estaba criopreservada la cepa y se

inoculd en un tubo que contenia 3 mL de Luria — Bertani (LB). Se incubd por 22 horas a 37 °C.

Luego se extrajo una alicuota y se estrio por técnica de agotamiento en una placa con Agar
Mac Conkey. Se incubo por 22 horas a 37 °C. Se verifico la pureza de las colonias, y si se observaba
contaminacion, se realizé la identificacion con pruebas bioquimicas. En caso la cepa fuera pura,
se continuaba con el procedimiento. Luego de incubar la placa, se selecciond una colonia y se
diluy6 en un tubo con 3 mL de LB. El tubo se incubd durante 22 horas a 37 °C. De este cultivo, se

extrajo 500 uL y se inocul6 en 500 pL de Glicerol 50%.
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3.6.1.2 Seleccion de medio de cultivo. EI medio de cultivo elegido fue LB. Esta eleccion
se baso en la literatura de Stepanovi¢ et al. (2007) donde indica que la composicion del medio
es, probablemente, el factor mas importante que influye en la capacidad de las bacterias para
producir biopeliculas en condiciones in vitro. También menciona que debe ser un caldo que no
soporte la formacion de biopelicula durante la pre-inoculacion, pero a su vez sea un medio estable
para el crecimiento ya que el pre-inoculo debia estar en 108 UFC/mL e inoculo final debia

comenzar en 10° UFC/mL.

Ademas, LB es un caldo muy utilizado para los cultivos de E. coli porque es un medio
enriquecido, facil de elaborar y permitir el crecimiento favorable de diferentes cepas (Garboza et

al., 2011).

También optamos por trabajar con este medio porque es bastante utilizado en otros estudios
para la deteccion de biopeliculas en UPEC como, por ejemplo, el trabajo realizado por Pratt y

Kolter (1998); Faleiro (2009); Tapiainen et al. (2013); Gonzéalez et al. (2017).
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3.6.1.3 Determinacion del tiempo de incubacion y cantidad de indculo.

3.6.1.3.1 Evaluacion con curvas de crecimiento. Para este ensayo se reactivd la
cepa control E. coli ATCC 25922 en agar Mac Conkey, la placa fue incubada por 22 horas a 37°
C. Pasado el tiempo, se selecciond 1 a 2 colonias, dependiendo de su tamafio, inoculandolas en un
matraz con 50 mL de LB. Este cultivo madre (ON) fue incubado durante 18 horas a 37° C. Una
hora antes de sacar el matraz de la incubadora, en la cabina de flujo, se alisté 12 matraces de vidrio
estériles donde, a cada uno, se dispensd 25 mL de LB y luego se inoculd 500 pL del cultivo madre;
se incubd a 37 °C. Este mismo paso, se realizo para la cepa DH5alpha.

Para la primera lectura, se midi6 la absorbancia de 3 tubos: el primero fue con 3 mL de
solo LB (Blanco), el segundo con 3 mL del cultivo madre (ON) y el tercero fue el tubo 0 (matraz
0 que no se incubd y que indica el punto de inicio de la curva de crecimiento a partir de la
inoculacion del ON). La lectura de los demas cultivos se realizé cada hora, cumpliendo un total de
8 horas. La medida de cada tubo se realiz6 por triplicado en el espectrofotémetro a 625 nmy luego

fueron promediadas.

3.6.1.3.2 Evaluacién con recuentos de colonias. En este ensayo se reactivo la cepa
control E. coli ATCC 25922 en agar Mac Conkey y se incub6d durante 22 horas a 37° C. Se
selecciond de 5 a 7 colonias dependiendo de su tamafio, inoculandolas en un matraz con 50 mL de
LB, el cual se incubo por 18 horas a 37° C.

De este cultivo se extrajo 20 mL y se dispenso en un falcon de 50 mL. Se centrifugé a 4000
rpm por 10 minutos, se decantd el medio de cultivo sin que se pierda el pellet y se agregé 15 mL
de PBS para resuspender el pellet, este paso se realizd por duplicado. Después se centrifugd
nuevamente a 4000 rpm por 10 minutos, se decantd el medio de cultivo sin que se pierda el pellet

y se agrego 5 mL de PBS para resuspender el pellet.
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Luego, se extrajo 1000 pL de suspension bacteriana anterior al eppendorf 0. Se realizo
diluciones sucesivas 10 al 10°. Finalmente, se sembré 100 pL de las diluciones -4, -5, -6, -7, -8
y -9 en placas con Agar Mac Conkey, se incubd a 37°C durante 24 horas y se realizé el recuento
de colonias. Aqui se evaluo el cultivo de 4 horas y 18 horas debido a que necesitabamos alcanzar

la concentracion de 108 UFC/mL.

3.6.1.4 Determinacion de la tincién, tiempos de lavados y densidad oOptica. El uso de
cristal violeta, PBS y etanol fue segun las indicaciones que menciona Stephanovic et al. (2007)
para poder evaluar la formacion de la biopelicula. Esta metodologia se encuentra ampliamente
descrita y utilizada en otros estudios como el caso del trabajo presentado por Gonzalez et al.
(2017). Stepanovic et al. (2007) indica el uso del Cristal Violeta se debe a que es un tinte muy
utilizado en la coloracion de bacterias Gram negativas, asi como que el tiempo de penetracion
debe ser 15 minutos para que este liquido pueda penetrar adecuadamente la pared celular del

microorganismo.

También menciona el uso del PBS antes de tefiir los pocillos con el Cristal Violeta. Esto se
debe a que este reactivo ayuda a mantener la misma concentracion entre el medio y la bacteria. En
cuanto a la cantidad de lavados recomiendan que deben ser 3 veces ya que si son 2 puede haber
falsos positivos al momento de realizar la lectura de la placa ademas que debe ser inoculado de
manera manual y no automatizada para asi evitar la ruptura de la biopelicula que se encuentra

dentro del pocillo.

Asimismo, el etanol permite la medicion indirecta de las paredes y fondo de los pocillos.
En este paso, el autor recomienda no agitar la placa para evitar el retraso del proceso de
resolubilizacion del colorante. Por ultimo, indica que, tanto para la tincion y los lavados se trabaje

con 200 uL cada uno, esto apoyaria a que el inoculo no entre en contacto con el medio ambiente
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ya que si nos quedabamos con 300 uL como indican los otros autores, se habria contaminado la

placa.

Las lecturas de densidad dptica fueron basadas en la literatura de Pratt y Kolter (1998);
Faleiro (2009); Villegas et al. (2013); Goémez et al. (2013) y Gonzélez et al. (2017). Cada autor
utilizaba en sus trabajos diferentes medidas: 570, 590 y 600 nm. En nuestro estudio leimos a 590nm
por ser la absorbancia recomendada para medir el cristal violeta, que al ser resolubilizado, se
encontraba unido a las células bacterianas en la capa de la biopelicula. Por lo que decidimos utilizar

esta medida para las siguientes fases del estudio.

Por ultimo, por experiencia directa y de la Dra. Paola (Gonzélez et al, 2017-Uruguay), se
sugiere que, durante el proceso de lavado y extraccion de excedentes, se realice con sumo cuidado

para evitar retirar y arrastrar la masa de biopelicula generada en cada pocillo.

3.6.2 Determinacion del nivel de formacidn de biopeliculas en aislados clinicos

La determinacion del nivel de formacion de biopeliculas para cada cepa se realizé mediante
el uso de la técnica de tincion con cristal violeta en placas de microtitulacion de 96 pocillos
(método referido por Stepanovié et al., 2007). Este procedimiento consistio en realizar una dilucion
1/100 en un eppendorf (1260 pL de LB + 140 uL del cultivo de 24 horas). En la placa se inocularon
6 pocillos con 200 pL de LB que era el Blanco (solo LB) y 3 pocillos con 200 pL de la cepa a
evaluar (dilucion 1/100 de un cultivo de 24 horas). El ensayo se realiz6 por triplicado ademas de
evaluar el coeficiente de variabilidad (CV) entre las absorbancias para una muestra considerando
que si el CV era mayor a 20 se repetia el ensayo. Este analisis nos permite evaluar la calidad
estadistica de las estimaciones, cuyas consideraciones son: si el CV es > 20 indica que la
estimacion es menos precisa, siendo solo Gtil para un fin descriptivo a diferencia del CV < 20, que

indica una estimacion regular, aceptable y precisa (DANE, 2008).
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Durante 48 horas a 37 °C, la placa fue incubada y después leida en el Lector de ELISA para
microplaca, a 625 nm. Luego se procedio a eliminar las células plantdnicas, se lavé con 200 pL de
PBS por 3 veces y se inoculd 200 pL de Cristal Violeta al 1%, cada 6 pocillos, con el uso de una
micropipeta multicanal. Al culminar, se dejo tapada la placa e incubando a temperatura ambiente

por 15 minutos.

Con ayuda de la micropipeta multicanal, por cada 6 pocillos, se extraia el Cristal Violeta
realizando lavados con 200 pL de agua destilada estéril por 3 veces. Finalmente, se inocul6 200
pL de etanol al 95% por 30 minutos. La lectura de biopeliculas se trabajo en el Lector de ELISA
para microplacas, con una medida de la densidad dptica a 590 nm, lo que permitié obtener una

mejor lectura de la cantidad de produccién de biopeliculas.

Segun Stepanovi¢ et al. (2007) la cuantificacion de biopeliculas de los aislados clinicos de

Escherichia coli uropatégena se puede determinar segln su ODc utilizando la siguiente formula:

ODf = (promedio de una cepa - ODc)

ODc = (promedio OD del control negativo) + (3 x SD del control negativo)

Siendo el ODf es la densidad Optica final y la ODc, densidad Optica del valor de corte, es

el promedio de los 6 pocillos blancos, es decir, pocillos que solo contenian LB.

La clasificacion del nivel de produccion de biopelicula se puede hallar en base a las

siguientes formulas:

OD < ODc = sin productor de biopelicula

ODc <OD < (2 x ODc) = productor débil de biopelicula
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(2 x ODc) < OD < (4 x ODc) = productor de biopelicula moderado

(4 x ODc) <OD = fuerte productor de biopeliculas

En ambas formulas el OD es la densidad optica, el ODc es el valor de corte y el SD es la

desviacioén estandar.

3.6.3 Evaluacioén de la asociacion entre los factores demogréaficos y microbiolégicos con la
produccién de biopeliculas
En esta seccion se consideraron los factores microbioldgicos como el fenotipo BLEE, el
cual se determind por el método de Jalier, los genes blactx-m y blatem, que fueron determinados
por PCR convencional y la susceptibilidad a Amikacina, Ceftriaxona y Ciprofloxacino, en base a

antibiogramas que se desarrollaron con el método de disco difusion.

Todos los datos, se obtuvieron de la base de datos del estudio previo “Vigilancia sobre la

resistencia antimicrobiana en infecciones adquiridas en la comunidad™.

3.6.4 Evaluacion del efecto de la concentracion de los antibioticos sobre las bacterias UPEC
formadoras de biopeliculas
3.6.4.1 Seleccion de antibioticos y sus concentraciones. La seleccion de antibidticos fue
considerada en base a la literatura de Lorian et al. (2005); Blango y Mulvey (2010) y Gonzalez
etal. (2017). Segun, este ultimo autor, Amikacina, Ceftriaxona y Ciprofloxacino son antibioticos
comunmente usados en los tratamientos para infecciones urinarias, ademas de pertenecer a
diferentes familias y presentar distintos mecanismos de accién. Para el uso de Fosfomicina, nos

guiamos en lo descrito por Blango y Mulvey (2010) quienes indican que este antibiotico es
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considerado para casos de infecciones del tracto urinario causados por microorganismos

resistentes.

Para determinar las cantidades de concentracion, nos basamos en la literatura de Gonzalez
et al. (2017) y Lorian (2005). Ambos autores, explican que el uso de estos antimicrobianos va de
acuerdo con su bioviabilidad en la orina humana secretada de un rifién sano. Se consider6 los
rangos establecidos que presentan dichas literaturas: amikacina (AK: 150, 1000 y 2000 pg/mL),
ceftriaxona (CTX: 500, 1000 y 2000 pg/mL), ciprofloxacino (CRO: 1, 2y 4 ug/mL) y fosfomicina

(FOS: 400, 700 y 1000 pg/mL).

3.6.4.2 Preparacion de stock de antibidticos. De acuerdo con las concentraciones
mencionadas anteriormente, preparamos la solucidn stock para cada antibiético: amikacina (200
mg/mL en H20), ceftriaxona (200 mg/mL en H:0O), ciprofloxacino (1 mg/mL en H20) y
fosfomicina (100 mg/mL en H20). En el caso de Amikacina, ceftriaxona y ciprofloxacina, el

volumen final fue 100 pL mientras que, para fosfomicina suplementado con glucosa, fue 200 pL.

Debido a que ciprofloxacino no es soluble en H>0, se utilizd6 HCL para poder disolverlo
(certificado de analisis de Sigma-Aldrich), teniendo en cuenta el cambio de color del polvo que
viraba de blanco a amarillo. Es asi como se dispensé 0.83 uL de HCI (0.1N) para disolver del todo
el antibidtico. Para el caso de fosfomicina, se afiadié glucosa-6-phosphato (25 pg/mL) segin como

indica el CLSI 2019.

Una vez obtenidos los stocks, se dispensaron de manera equitativa en varios eppendorf y
se homogenizaron utilizando un Voértex, para después ser rotulados y guardados a -4°C. De esta
manera se evitaba alterar la estructura y accion del antibiético cuando era utilizado en cada ensayo.

Cabe resaltar que todo este procedimiento se realizd dentro de la cabina de bioseguridad.
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3.6.4.3 Determinacion del efecto de la concentracion de los antibioticos sobre las cepas

formadoras de biopeliculas.

El procedimiento de esta seccion se basa en la consecucion de la técnica descrita
anteriormente en el punto 3.6.2 con algunas modificaciones. Cabe mencionar que el disefio de
placa establecido fue el siguiente: en la misma placa se analiz6 los 4 antibidticos y se usé los
mismos blancos para célculos posteriores. Se trabajo 3 pocillos para la muestra control sin
antibioticos, 6 pocillos control blanco donde sélo se inoculd 200 pL de LB y 3 pocillos para cada
concentracion de amikacina, seguido por ceftriaxona, ciprofloxacina y fosfomicina,

respetivamente.

Del stock de antibidticos se realizé la preparacion para un volumen final de 1.5 mL en LB:
amikacina (CC1: 1.13 pL en 1498.88 uL LB; CC2: 7.5 pL en 14925 pL LB y CC3: 15 pL en
1485 pL LB), ceftriaxona (CC1: 3.75 pL en 1496.25 pL LB; CC2: 7.5 pL en 14925 pL LB y
CC3: 15 pL en 1485 pL LB), ciprofloxacino (CC1: 1.5 pL en 1498.5 pL LB; CC2: 3 pL en 1497
LBy CC3: 6 pL en 1494 uL LB) y fosfomicina (CC1: 6 pL en 1494 uL LB; CC2: 10.5 pL en
1489.5 LBy CC3: 15 pL en 1485 pL LB) més glucosa-6-phosphato (5 pL para cada concentracion

de fosfomicina). Ademaés de dispensar 1.5 pL de LB en 2 eppendorf.

La placa fue leida en el espectrofotometro a 625 nm, se eliminaron las células plantonicas
usando una micropipeta multicanal y se llevd a incubar por 24 horas a 37°C en condiciones
estaticas. Los pocillos fueron lavados cuidadosamente con 200 pL de PBS por 3 veces, después se
inoculé 200 uL de Cristal Violeta al 1% y se dejé la placa tapada incubando a temperatura

ambiente por 15 minutos.
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Al extraer el excedente se realizaron lavados con 200 pL de agua destilada estéril por 3
veces, se inoculd 200 L de etanol 95% por 30 minutos y la lectura de la placa fue a 590 nm en el

Lector de ELISA, método anteriormente mencionado por Stepanovi¢ et al. (2007).

3.7 Andlisis estadistico

En el analisis descriptivo de las variables demograficas y microbioldgicas, se reportd la
frecuencia y porcentaje de las variables categoricas; mientras que para la variable numérica “edad
de los participantes” se reportd la mediana y el rango intercuartilico (RIC) debido a que los datos
de esta variable no presentaron distribucion normal. Se evalud la asociacion entre dos variables
categoricas con la prueba exacta de Fisher de dos colas, y la asociacion entre una variable numérica
y otra categdrica mediante la prueba U de Mann Whitney. Se considerd un nivel de significancia

de 0.05.

La dispersion de las absorbancias y las medianas para los diferentes tratamientos
(concentraciones de los antibidticos) se muestran a través de diagramas de cajas y bigote. Para
evaluar si existia diferencia significativa entre las absorbancias obtenidas para cada tratamiento de
un antibiotico, se realizé el analisis de varianza (ANOVA) para medidas repetidas. Para esta
prueba, se considerd un nivel de significancia de 0.05. Asimismo, se realiz6 6 comparaciones
multiples de dos medias de los tratamientos por antibi6tico mediante la prueba T de Student para
muestras pareadas. En este caso, se consideré la significancia estadistica de 0.0008, el cual se

obtuvo de dividir el p-valor global entre el nimero de comparaciones maltiples.

A pesar de la distribucién no normal de las absorbancias entre los diferentes tratamientos,
se usaron las pruebas paramétricas debido a que estas tienen mayor poder estadistico que sus

equivalentes en pruebas no paramétricas, ademas, a través de la comparacién de las medias se
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comprende mejor los efectos que tuvieron los tratamientos sobre la biopelicula. El analisis

estadistico se realizd con el programa Stata SE 16.
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IV. RESULTADOS

4.1 Estandarizacion de la técnica en placa de microtitulacion de 96 pocillos con tincion de
cristal violeta para produccion de biopeliculas.
4.1.1 Determinacion del tiempo de incubacion y cantidad de indculo
Segun la literatura descrita por Stepanovi¢ et al. (2007) se debia partir de un inéculo inicial
de 10® UFC/mL para que, posterior a la dilucion 1/100 de esta suspension, se obtenga un indculo
de 106 UFC/mL para realizar el ensayo de biopelicula en placas de microtitulacion. Se midio la
absorbancia (A=625 nm) de cultivos con 18 horas de crecimiento de 5 cepas referentes de E. coli,

hallando que cada una de estas presentaba diferentes densidades (Tabla 1).

Tabla 1

Determinacion de las densidades de 5 cepas referentes de E. coli para un cultivo de 18 horas

Cepa de E. coli referencia 0.D (XT625

O157:H7 0.555
DH5alpha 0.375
EPEC 0.313
25922 1.143
042 0.560

Adicionalmente, se realizé por triplicado y en dias diferentes las curvas de crecimiento de
la cepa E. coli ATCC 25922 (mayor absorbancia) y la cepa DH5alpha (menor absorbancia) con la
finalidad de verificar que la variacion en las densidades dpticas fue producida por diferencias en

su cinética de crecimiento. Observamos que desde la fase logaritmica la curva para E. coli ATCC
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25922 mostro un crecimiento rapido a diferencia de la cepa DH5alpha, que debido a su lento

crecimiento no se pudo observar la fase estacionaria (Anexol).

Finalmente, se determind las unidades formadoras de colonias (UFC) en dos momentos: 1.
El cultivo de 18 horas de crecimiento usado como inéculo para realizar la curva de crecimiento y
2. A las 4 horas de iniciada la curva de crecimiento (tiempo 4). En la Tabla 2 se puede observar
que los cultivos de 18 horas se diferencian por un factor de 102. Es importante mencionar que todos

los ensayos realizados en las cepas de E. coli de referencia fueron hechos en similares condiciones.

Tabla 2
Determinacion de la cantidad de UFC/mL de la cepa E. coli ATCC 25922 y DH5alpha para

cultivos de 4hy 18 h

Tiempo de
Cepa cultivo UFC/mL
(horas)
E. coli ATCC 4 2,85 x 107
25922 18 3,35 x 10°
E. coli ATCC 4" 1,82 x 108
DH5a|pha 18 27X 107

Nota. "No se hizo el recuento en la mitad de la fase
logaritmica (aprox. 2.5 a 3 horas).

“Mitad de la fase logaritmica: 4 horas

El proposito de realizar las curvas de crecimiento y el recuento de colonias fue determinar
el tiempo de cultivo que necesitaban las cepas de E. coli para iniciar el ensayo de biopelicula, sin
embargo, debido a la variacion en crecimiento de las diferentes variedades de E. coli evaluadas
(Tabla 1, Tabla 2 y Anexo 1), finalmente se optd por iniciar el ensayo a partir de una suspension

bacteriana (OD=1) en caldo LB cuyo inoculo procedia de un cultivo en agar McConkey. Después



52

de determinar la forma de obtener el indculo, se evalud la produccién de biopelicula en la cepa E.
coli ATCC 25922 logrando como resultado valores reproducibles ya que en todos los ensayos
realizados se mantuvo con la clasificacion de formador de biopelicula de nivel fuerte, como lo

indica Naves et al. (2008) (Tabla 3).

Tabla 3

Determinacion del nivel de produccion de biopelicula para la cepa control E. coli ATCC 25922

Prom SD Produccion
Cepa ' ODc*  ODf* ODc* 20Dc* 40Dc* de
BL* BL* .o
biopeliculas
E.coli 0075 0003 008 0602 008 0.168 0336 fuerte
ATCC 0077 0.007 0.098  0.637  0.098 0.196 0392 fuerte
25922 9067 0.003 0.076 0450  0.076 0.152  0.304 fuerte
0095 0.009 0.095 0461  0.095 0.190 0.380 fuerte

Nota. *Prom. Bl.: Promedio del blanco; SD BI: desviacion estandar del blanco; ODc: densidad
Optica del punto de corte; OD f control: densidad dptica final del control; 20Dc: 2 veces la

densidad dptica del punto de corte y 40Dc: 4 veces la densidad Optica del punto de corte.

4.2 Determinacion del nivel de formacion de biopeliculas en aislados clinicos

La determinacion del nivel formador de biopelicula se realiz6 de manera in vitro en 124
cepas de UPEC. De ellas, 56 (45.2 %) fueron no formadoras de biopeliculas mientras que 68 (54.8
%) cepas, si fueron formadoras, las cuales se distribuyeron de la siguiente manera: 7 (5.7 %) cepas
fueron nivel débil, 13 (10.4 %) cepas nivel moderado y 48 (38.7 %) cepas nivel fuerte (ver Tabla

4).
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Tabla 4

Clasificacion de la formacion de biopeliculas en cepas causantes de ITU comunitaria.

NIVEL n (%)
fl\(l)?fmador 56 (45.2)
Débil 7 (5.7)
Moderado 13 (10.4)
Fuerte 48 (38.7)
Total 124 100

4.3 Evaluar la asociacion entre los factores demogréaficos y microbiol6gicos con la
produccion de biopeliculas

De las 124 cepas evaluadas, 118 cepas fueron aisladas de pacientes femeninos y 6 cepas,
de pacientes masculinos. La distribucion del nivel de formacion de biopeliculas fue mas diversa
entre las cepas provenientes del género femenino. Sin embargo, se observé que, en las cepas
provenientes del género masculino, el 100% eran formadoras de biopelicula: 4 (66.7 %) cepas
nivel fuerte y 2 (33.3%), nivel moderado. Se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa entre la produccion de biopeliculas (clasificada como formadora y no formadora) y

el sexo (Tabla5vy 7).

La mediana de la edad de todos los participantes fue 47 (RIC: 27 -61). Para los pacientes
que tenian cepas formadoras de biopeliculas, la mediana de edad fue 42.5 (RIC: 22 - 58), mientras
que, para los pacientes con cepas no formadoras de biopeliculas, la mediana fue 50 (RIC: 32.5 -
64.5). Dentro de las cepas no BLEE obtuvimos que 51 (57.3 %) cepas fueron formadoras de
biopeliculas: 37 (41.6 %) cepas nivel fuerte; 8 (9%), nivel moderado y 6 (6.7%), nivel débil; a

diferencia del grupo BLEE que fueron 17 (48.6%) cepas: 11 (31.4%) de ellas nivel fuerte; 5
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(14.3%), moderado y 1 (2.9%) débil. Adicionalmente, se evalud la distribucion de los genes blacTx-
m Y blatem; y los fenotipos no susceptibles para los antibidticos, amikacina, ceftriaxona y
ciprofloxacina entre las cepas de E. coli causantes de ITUs formadoras y no formadoras de

biopelicula. En todos los casos se observéd que no fueron estadisticamente significativos (Tabla 6
y 7).

Tabla 5

Clasificacion de la formacion de biopeliculas en cepas causantes de ITU comunitaria.

CLASIFICACION
No formador Débil Moderado Fuerte Total

Sexo n (%) N%) n@)  n®%)  n(%)
44
Femenino 56 (47.4) 7(.9 11(9.3) (37.3) 118(95.2)
Masculino 0(0) 0(0) 2(333) 4(66.7) 6 (4.8)
48
Total 56 (45.2) 7(5.6) 13(10.5) (38.7) 124 (100)

Tabla 6

Clasificacion de la formacion de biopeliculas en cepas causantes de ITU comunitaria segun el

fenotipo BLEE y No - BLEE

No formador Débil Moderado Fuerte Total
Fenotipo
n (%) n (%o) n (%o) n (%) n (%)
No-BLEE 38 (42.7) 6 (6.7) 8(9) 37 (41.6) 89 (71.8)
BLEE 18 (51.4) 1(2.9) 5 (14.3) 11 (31.4) 35(28.2)

Total 56 (45.2) 7(56)  13(105) 48(38.7) 124 (100)
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Tabla7

Clasificacion de la formacion de biopeliculas en cepas causantes de ITU comunitaria segun

factores demograficos y microbiologicos

Formador de No formador de

i Total biopeliculas* biopeliculas p-
Caracteristicas N=124 N=68 N=56 valor
n (%) n (%) n (%)
Sexo

Masculino 6 (4.8) 6 (100.0) 0 (0.0 0.032

Femenino 118 (95.2) 62 (52.5) 56 (47.5)

Edad** 47 (6217) 42.5 (22-58) 50 (32.5-64.5) 0.241
BLEE***

Si 35 (28.2) 17 (48.6) 18 (51.4) 0.426
blacTx-m 34 (97.1) 17 (50.0) 17 (50.0) 1.000
blatem 7 (20.0) 2 (28.6) 5 (71.4) 0.402

Resistencia a
Antibioticos****

Amikacina 11 (8.9) 5 (45.5) 6 (54.5) 0.542

Ceftriaxona 35 (28.2) 19 (54.3) 16 (45.7) 1.000

Ciprofloxacino 69 (55.7) 36 (52.2) 33 (47.8) 0.587

*Incluyen a formadores de biopeliculas nivel débil, moderado y fuerte.
**Mediana (RIC)
***Betalactamasa de espectro extendido.

****Erecuencia de aislamientos no susceptibles por disco difusién

4.4 Evaluacion del efecto de la concentracion de los antibidticos sobre las cepas formadoras
de biopeliculas

Los efectos de 4 concentraciones para 4 diferentes antibidticos sobre la produccion de

biopeliculas fueron analizados en un total de 45 cepas de UPEC formadoras de biopelicula de nivel

fuerte o moderado. En la Tabla 8 se puede observar que, en todos los antibidticos evaluados, al

menos un promedio de absorbancias de las concentraciones evaluadas es diferente (p<0.001).
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Ademas, el promedio de la absorbancia entre la “concentracion 0” versus cada una de las
concentraciones mayores para un determinado antibidtico disminuye drasticamente. Esta
disminucion varia entre 60-76% dependiendo del tipo de antibidtico y de las concentraciones
evaluadas.

En las Figura 1-4, se puede apreciar visualmente los efectos sobre las biopeliculas, asi
como la distribucion de las absorbancias en los datos analizados. Ademas de la diferencia entre la
concentracion cero y el resto de las concentraciones, mediante comparaciones maltiples se logro
encontrar algunas otras diferencias entre distintas concentraciones, excepto para amikacina donde
se hall6 que las 3 concentraciones del antibiotico (150 ug/ml, 1000 ug/mly 2000 ug/ml) tienen el
mismo efecto (Figura 1). En el caso de ceftriaxona, se encontr6 diferencia significativa entre el
promedio de absorbancias para las concentraciones de 500 ug/ml y 2000 ug/ml (p = 0.006).
Mientras que, para ciprofloxacino, la diferencia de 0.059 que existe entre los promedios de
absorbancia para las concentraciones 2 ug/ml y 4 ug/ml es estadisticamente significativa (p=
0.002). Finalmente, en fosfomicina, el promedio de absorbancias para la concentracion de 1000
pg/mL es estadisticamente diferente a la de 400 ug/ml (p = 0.0002) y 700 ug/ml (p = 0.002). A
1000 pg/mL de fosfomicina se puede observar una menor disminucién de la absorbancia y por lo

tanto una menor reduccién de la biopelicula.
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Tabla 8
Efecto de diferentes concentraciones de 4 antibidticos sobre la formacion de formacion de

biopelicula en cepas causantes de ITU comunitaria

Concentracion

s . 0 ]
Antibiético (Lg/mL) Media (IC 95%) p-valor
Amikacina

0 0.969 (0.830 - 1.108)
150 0.357 (0.262 - 0.452) <0.001
1000 0.342 (0.252 - 0.431)
2000 0.351 (0.272 - 0.430)
Ceftriaxona
0 0.969 (0.830 - 1.108)
500 0.232 (0.174 - 0.289) <0.001
1000 0.247 (0.184 - 0.311)
2000 0.287 (0.224 - 0.351)
Ciprofloxacina
0 0.969 (0.830 - 1.108)
1 0.330 (0.244 - 0.416) <0.001
2 0.326 (0.244 - 0.407)
4 0.385 (0.297 - 0.473)
Fosfomicina
0 0.969 (0.830 - 1.108)
400 0.276 (0.207 - 0.346) <0.001
700 0.279 (0.201 - 0.356)

1000 0.342 (0.253 - 0.430)
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Figura 1

Cuantificacion de la biopelicula a diferentes concentraciones del antibiotico Amikacina
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Nota. Diagrama de caja que compara el efecto de la Amikacina a concentraciones de 0, 150, 1000
y 2000 pg/mL en las cepas de E. coli causantes de ITU a una absorbancia de 590 nm. El asterisco
(*) indica la reduccion significativa de la biomasa de la biopelicula frente al grupo sin antibi6ticos

0 grupo control.
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Figura 2

Cuantificacion de la biopelicula a diferentes concentraciones del antibidtico Ceftriaxona.
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Nota. Diagrama de caja que compara el efecto de la Ceftriaxona a concentraciones de 0, 500, 1000
y 2000 pg/mL en las cepas de E. coli causantes de ITU a una absorbancia de 590 nm. El asterisco
indica la reduccion significativa de la biomasa de la biopelicula: (*) diferencia significativa entre
el grupo control y cada una de las concentraciones. (**) Diferencia significativa entre las

concentraciones 500 y 2000 pg/mL.
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Cuantificacion de la biopelicula a diferentes concentraciones del antibi6tico Ciprofloxacina
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Nota. Diagrama de caja que compara el efecto del ciprofloxacino concentraciones de 0, 1, 2y 4

pg/mL en las cepas de E. coli causantes de ITU a una absorbancia de 590 nm. El asterisco indica

la reduccién significativa de la biomasa de la biopelicula: (*) diferencia significativa entre el grupo

control y cada una de las concentraciones. (**) Diferencia significativa entre las concentraciones

2y 4 ug/mL.
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Cuantificacion de la biopelicula a diferentes concentraciones del antibidtico Fosfomicina
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Nota. Diagrama de caja que compara el efecto de la fosfomicina a concentraciones de 0, 400, 700

y 1000 pg/mL en las cepas de E. coli causantes de ITU a una absorbancia de 590 nm. El asterisco

indica la reducciodn significativa de la biomasa de la biopelicula: (*) diferencia significativa entre

el grupo control y cada una de las concentraciones. (**) Diferencia significativa entre el grupo

control y las concentraciones 700 y 1000 pg/mL. (***) Diferencia significativa entre las

concentraciones 400 y 1000 pg/mL.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En nuestro estudio se logro estandarizar una metodologia para la evaluacion de
biopeliculas. Nuestros resultados encontraron que, la cepa E. coli ATCC 25922, muestra un nivel
fuerte de produccién de biopeliculas, coincidiendo con la clasificacion dada por Naves et al.,
(2008). Si bien nosotros realizamos varios parametros para lograr estandarizar la técnica y asi
determinar el resultado del nivel productor de la cepa control, ellos, indican que la capacidad que
tiene esta cepa para formar biopeliculas de nivel fuerte, en ensayos in vitro, también depende del
medio de cultivo utilizado. En sus resultados revelaron que, al colocar esta cepa, en un medio con
bajos niveles de nutrientes, se logra la adherencia eficaz de la biomasa de las biopeliculas. A
diferencia de otros autores, como Pratt y Kolter (1998) que indican que los medios a usar en la
evaluacion deben estar acompafiados de un nutriente mas como, por ejemplo, la glucosa. Es asi
como podemos indicar que E. coli ATCC 25922 puede crecer en un medio con bajos nutrientes y

desarrollar biomasas de biopeliculas sin ningin inconveniente.

De las 124 cepas evaluadas para la formacion de biopeliculas, 68 (54.8 %) fueron
productoras. De estas, 13 (10.4 %) tuvieron produccion moderada y 48 (38.7 %) tuvieron
produccidn fuerte. En nuestro trabajo evaluamos una cantidad de poblacion diferente a los demas
autores, sin embargo, el tipo de poblacion es similar a la mayoria, en evaluar cepas provenientes
de pacientes adultos con excepcion de Gonzélez et al. (2017), quienes trabajaron con cepas de
pacientes pediatricos. También, evaluamos cepas de paciente con ITU a diferencia de Ortega y
Cerdn (2017), y Sudheendra y Basavaraj (2018), quienes incluyeron a pacientes que utilizaban
catéter urinario, presentaban sintomas o alguna otra enfermedad. La produccion de biopelicula la

medimos a una absorbancia de 590 nm similar con el estudio de Gonzalez (2018). La mayoria de
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los estudios mencionados, siguieron la técnica propuesta por Stepanovi¢ et al. (2007), por ser

considerada una técnica posible de guiarse, manejar y mejorar, a diferencia de Ramesh et al.,

quienes decidieron basarse en la técnica de Christensen et al. (1982), por ser considerado método

gold standard para la deteccion de biopeliculas. Finalmente, en nuestro estudio prevalecieron las

cepas productoras de nivel fuerte, asi como Sudheendra y Basavaraj (2018) y Zamani y Salehzadeh

(2018); en los demas estudios, fue el nivel moderado (ver tabla 9). Con todo ello, cabe indicar que

los resultados obtenidos en cada estudio, depende de la cantidad, tipo y caso al que estén

relacionadas la poblacion de la cual provienen las cepas a trabajar, asi como las formulas que se

apliquen para clasificar el nivel de formacion. Ademéas de que, el proceso para determinar la

formacion de biopeliculas de manera in vitro estd adherido a las condiciones propuestas en las

metodologias de cada investigador.

Tabla 9

Descripcidn de los estudios que han evaluado la produccién de biopeliculas.

- Zamaniy
Caracteristicas/Autor  Gonzalezet  Ortegay Ceron,  Poursina et Sudheendra 'y Risal et Salehzadeh,
al., 2017 2017 al., 2018 Basavaraj, 2018  al., 2018 2018
Poblacién (n) 116 98 100 1000 50 100
Tipo de poblacién pediatricos adultos Adultos Adultos adultos adultos
) ITU con catéter
Caso relacionado ITU urinario y ITU ITU con otras ITU ITU
. enfermedades
sintomas
Cepas evaluadas (n) 48 58 80 388 50 94
Nivel de biopeliculas
e Moderada 21 (43.8 %) - 34 (43 %) 23 (6 %) 29 (58 %) 48 (51.1 %)
o Fuerte 8 (16.7 %) 35 (60 %) 29 (36.3 %) 284 (73.2) 3 (6 %) 36 (38.3 %)
Absorbancia para
medir las biOpE"CU|8.S 590 492 540 570 570 550

(OD)
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La produccién de biopeliculas con el género femenino se relaciona debido a que las
infecciones urinarias predominan mas en mujeres que en hombres y las biopeliculas hacen que
esta enfermedad sea persistente y recurrente debido a que evaden la respuesta del sistema inmune
y la accion de los antibidticos (Tadepalli et al., 2016; Gonzélez, 2018). Interesantemente, en
nuestro estudio encontramos que el 100% de las cepas provenientes de varones presentaba
produccidn de biopeliculas. Hasta el momento, no hay estudios previos que evalten el porcentaje
de la formacion de biopeliculas en hombres. Es importante recalcar que solo tuvimos 6 cepas
provenientes de hombres, lo cual limita la generalizacion de este hallazgo. Sin embargo, este
hallazgo muestra la necesidad de que se realicen estudios adicionales orientados a evaluar de mejor

manera la produccion de biopeliculas en cepas causantes de ITU en varones.

En nuestra evaluacion, hallamos que de las cepas no BLEE formadoras de biopeliculas
fueron 57.3 %y las cepas BLEE, fueron 48.6 %, a diferencia de Tadepalli et al. (2016) que reporta
que el 25% de cepas no BLEE fueron formadoras de biopeliculas y 35% cepas BLEE, son
productoras de biopeliculas. En el estudio de Casablanca y Hurtado, (2018) hallaron que el 95,2%
de cepas que presentaron produccion de BLEE, eran formadoras de biopeliculas y sélo 2 no fueron
productoras. Con ello se podria indicar que existe una relacion entre la produccion de biopeliculas
y la presencia de genes BLEE, siendo mayor en cepas BLEE positivo (Neupane et al., 2016;
Gonzalez, 2018). Sin embargo, en nuestro estudio, no encontramos ninguna diferencia entre las

cepas BLEE y No-BLEE en cuanto a la formacion de biopeliculas.

Las biopeliculas tienen la capacidad de darles, a las cepas de UPEC, la ventaja de adquirir
tolerancia a los antibioticos es por ello por lo que disminuir las altas tasas de resistencia y aumentar
la mejora en el tratamiento para ITU, sigue siendo un reto en la actualidad (Soto et al., 2007). En

nuestro estudio, evaluamos los ensayos de manera in vitro, a distintos tipos de antibiéticos como



65

amikacina, ceftriaxona, ciprofloxacino y fosfomicina representando cada uno a un tipo de familia
y mecanismo de accion. Los 4 antibidticos trabajados con sus respectivas concentraciones lograron
disminuir la biomasa de biopeliculas en un 60 — 76% en todas las cepas evaluadas. Es importante
recalcar que ninguno de los 4 antibidticos evaluados, incluso en su mayor concentracion, pudo
inhibir completamente la biomasa de la biopelicula. Esto se podria deber, a lo mencionado segun
Blango y Mulvey (2010) donde indican que la capacidad de inhibir la biomasa depende del tiempo
de incubacion que se le da a la biopelicula para formarse. Es decir, que una biopelicula formada
en 24 horas es considerada como joven a diferencia, de las biomasas formadas en 48 horas,
consideradas como biopeliculas maduras debido a la alta produccion de exopolisacaridos. Esto
podria explicar por qué, en nuestro estudio, no se llego a observar inhibicion total al realizar las

lecturas a las 24 horas.
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VI. CONCLUSIONES

Una importante proporcion de las cepas UPEC recuperadas de pacientes ambulatorios en
Lima Norte, son productoras de biopelicula.

De todas las cepas analizadas UPEC, el 55% fueron productoras de biopeliculas, y de estas
el 39% fueron productoras fuertes.

La accion de los antibioticos redujo la produccion de biopeliculas hasta un 76%.

La produccion de biopeliculas se evidencia tanto en cepas provenientes de pacientes del
género masculino como en cepas provenientes del género femenino, asi como la fuerte
produccion de biopeliculas se presenta tanto en cepas productoras de BLEE como en cepas

no productoras de BLEE.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la accion de otros antibidticos que también son comunmente
usados en pacientes en la comunidad con infeccidn al tracto urinario.

Seria importante analizar la produccion de biopelicula en cepas de UPEC que generan
infecciones urinarias recurrentes.

Se sugiere realizar estudios similares a éste, para evaluar la formacién de biopelicula en otros
microorganismos aislados de pacientes con ITU, asociandolos con sus patrones de resistencia

antibidtica.
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IX. ANEXOA

Curva de crecimiento - E. coli ATCC 25922
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Nota. Curva de crecimiento para E. coli ATCC 25922. Evaluacion del tiempo desde la To hasta la

Ts a una absorbancia de 625 nm.



Curva de crecimiento - E. coli DH5alpha
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Nota. Curva de crecimiento para E. coli DH5alpha. Evaluacion del tiempo desde la To hasta la T12

a una absorbancia de 625 nm.



