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Resumen

Las infecciones en vias urinarias (IVUs) son de las infecciones bacterianas mas frecuentes en la poblacion,
siendo Escherichia coli (E. coli) el principal agente causal. Uno de los mayores problemas actualmente en el
tratamiento de las IVUs es la resistencia a antibioticos, la cual esta asociada principalmente a B-lactamasas.
No obstante, en los ultimos afios uno de los mecanismos que ha generado interés, no solo por su participacion
en la resistencia a antibiéticos, sino también porque su presencia en dispositivos médicos ocasiona
complicaciones en la salud del paciente, es el biofilm. Por lo tanto, en este trabajo evaluamos la presencia
del biofilm y los genes que codifican para las proteinas de esta estructura, en aislados clinicos de E. coli
obtenidas de pacientes con IVUs y su posible relacién con la resistencia a antibiéticos.
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Abstract

Urinary tract infections (UTIs) are the most frequent bacterial infections in the population and Escherichia coli
(E. coli) is the principal causal agent. Currently, one of the major problems in the treatment of UTls is antibiotic
resistance, which is mainly associated with B-lactamases. However, in recent years one of the mechanisms
that has generated interest, not only because of its role in antibiotic resistance, but also because of its
presence in medical devices causing complications in the patient's health, is biofilm. Therefore, the presence
of the biofilm and genes coding for the proteins of this structure in clinical isolates of E. coli obtained from
patients with ITUs and their possible relationship with antibiotic resistance was evaluated in this work.
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Introduccion

Las infecciones en vias urinarias (IVUs) constituyen una de las patologias infecciosas mas frecuentes tanto
en la comunidad como en el ambito hospitalario. No sélo representan un problema clinico, sino que ademas
tienen una gran repercusion econdémica por los costes sanitarios que representan. En los ultimos afios se han
producido avances significativos en la patogenia de las IVUs, cambios sustanciales en los patrones de
sensibilidad de los principales patégenos urinarios, con un incremento progresivo de las infecciones causadas
por enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), lo que ha condicionado
cambios en el tratamiento empirico de estas infecciones. Ademas, se ha desarrollado el concepto de “dafio
colateral”, que podriamos definir como el papel que tiene el consumo global de un determinado antibiético en
el incremento de las resistencias, no sélo al mismo sino a otros antibidticos, como se ha observado con el
consumo global de quinolonas que incrementan las resistencias a dichos antibiéticos, pero también a las
cefalosporinas de 32 generacion y, por lo tanto, a un incremento de las infecciones causadas por BLEEs. Por
ello, el incremento de la resistencia a antibiéticos ha de condicionar no sélo cambios en la terapia empirica,
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sino también en la aplicacién de un uso racional de los antibiéticos tanto en el tratamiento como en la
prevencion de las IVUs recurrentes’.

Etiologia

La invasion del aparato urinario sano esta restringida a un grupo de microorganismos, conocidos como
"uropatdgenos”, que son capaces de sobrepasar, soslayar o minimizar los mecanismos de defensa del
huésped. Por ejemplo, para Escherichia coli (E. coli) se han identificado cuatro grupos filogenéticos (A, B1,
B2y D); mientras que las cepas comensales derivan en su mayoria de los grupos Ay B1, que a su vez poseen
muy pocos factores de virulencia, las cepas uropatégenas derivan principalmente del B2 y tienen bastantes
genes de virulencia. Los microorganismos que se aislan de la orina varian segun las circunstancias del
paciente y sus enfermedades de base. La etiologia de las IVUs se ve modificada por factores como la edad,
la diabetes, la obstruccion del tracto urinario, las lesiones de médula espinal o la cateterizacién urinaria. Por
ello, microorganismos raramente implicados en IVUs de poblacién sana pueden causar enfermedad en
pacientes con trastornos anatomicos, metabdlicos o inmunoldgicos. La exposicion a antibidticos y el
antecedente de hospitalizacion también van a condicionar diferencias en el perfil etiolégico. Mas del 95% de
las IVUs estan causadas por una Unica especie bacteriana. E. coli causa entre el 75-95% de los episodios de
cistitis aguda no complicada. Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus agalactiae y enterococos son responsables de la gran mayoria de los episodios restantes. Los
uropatégenos en la gran mayoria de las veces vienen de la propia microbiota intestinal. En pielonefritis no
complicada, los agentes etioldgicos son similares a los que causan cistitis no complicada y también es similar
su patron de resistencia a los antibiéticos. En mas del 80% de los casos de pielonefritis aguda el agente
causal es E. coli?.

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, en forma de bastén y no esporulante.
Ampliamente estudiada debido a su alta presencia en nuestro organismo, también debido a la facilidad con
la que se puede cultivar en el laboratorio. La mayoria de las especies de E. coli se encuentran en el intestino
de organismos de sangre caliente 3. E. coli es la bacteria anaerobia facultativa comensal mas abundante de
la microbiota de nuestro tracto gastrointestinal y junto con otros microorganismos es esencial para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo y se puede considerar como una bacteria “buena” ya que la
mayoria de las especies no son patégenas y ayudan a prevenir la colonizacion de bacterias patogénicas. Sin
embargo, existen especies de E. coli que son las causantes de diversas complicaciones, como es el caso de
infecciones asociadas a dispositivos médicos, como catéteres uretrales e intravasculares, articulaciones y
derivaciones e injertos protésicos. Las cepas asociadas a las infecciones gastrointestinales son denominadas
E. coli diarreogénicas o intestinales, mientras que las asociadas a infecciones en otros aparatos y sistemas,
como, por ejemplo, el tracto urinario, sanguineo y nervioso, son denominadas E. coli patogénicas
extraintestinales (ExPEC). Debido a que este tipo de cepas forma biofilm sus infecciones resultan dificiles de
tratar farmacoldgicamente.

Sintomatologia

La IVU puede ser sintomatica, la cual se define como la presencia de sintomas clinicos atribuidos al tracto
genitourinario en asociacion con bacteriuria significativa o puede ser asintomatica, definida por la presencia
de bacterias en las muestras de orina en un paciente sin sintomatologia urinaria. El diagndstico etiolégico de
estas infecciones se demuestra por la presencia en orina de 100.000 o mas UFC/ml, lo cual es indicativo de
bacterias multiplicandose en el tracto urinario y, por tanto, recuentos bacterianos iguales o superiores a este
umbral se han considerado como bacteriuria significativa indicativa de ITU; sin embargo, cifras que oscilan
entre 1.000-10.000 UFC/ml deben considerarse significativo e indicativo de IVU, cuando proceden de
muestras obtenidas adecuadamente y el paciente presenta sintomas urinarios especificos.

Una de las etapas en las cuales estas infecciones se presentan con mayor frecuencia son los adultos
mayores, ya que estos tienen mayor susceptibilidad a las infecciones debido a los cambios fisiologicos
asociados a la edad, como en el caso de los hombres, la hipertrofia prostatica promueve la infeccion a través
de la obstruccion uretral y en las mujeres posmenopausicas la deficiencia de estrégenos y la condicién
anatémica de presentar menor longitud de la uretra y su proximidad al ano, aumentan el riesgo de infeccion
por enterobacterias; para ambos sexos la presencia de procesos comérbidos que se asocian con vejiga

1 (Pigrau, 2013),2 (Pigrau, 2013), 3 (Sharma et al., 2016), *(Rocaro, D. M. 2016), 5(OMS, 2020), 8 (Flemming et al., 2016), 7 (di Domenico et al., 2017),

8 (Flemming et al., 2016),

pag 2



VOLUMEN 16

XXVIl Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXVII

7//. 

neurogénica es probablemente el mayor factor predisponente para la apariciéon de IVU; enfermedades
neuroldgicas degenerativas y enfermedades cerebrovasculares, suelen acompariarse de vejiga neurogena®.

Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antibiéticos es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo. Los antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas. La resistencia a los antibiéticos se produce cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de
estos farmacos.

Son las bacterias, y no los seres humanos ni los animales, las que se vuelven resistentes a los antibioticos.
Estas bacterias farmacorresistentes pueden causar infecciones recurrentes en el ser humano y en los
animales y esas infecciones son mas dificiles de tratar que las no resistentes °.

Biofilm

El biofilm se ha definido como “un agregado de bacterias” que estan sumergidas en una matriz de sustancias
extracelulares poliméricas (SEP) compuesta principalmente por polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN
extracelular (€éADN)8. La formacion del biofilm depende, la mayoria de las veces de estimulos percibidos
como negativos del ambiente, como el pH, la temperatura o la disponibilidad de nutrientes. Las bacterias se
adhieren a estructuras biéticas o abiéticas, produciendo el SEP, permitiéndoles protegerse de los cambios
en el ambiente, incluyendo la respuesta inmune del huésped y los antibidticos’. Los efectos del biofilm
bacteriano han tomado relevancia en el ambiente hospitalario y la industria de alimentos principalmente, y
han creado la urgencia de identificar y caracterizar esta estructura, con el objetivo de desarrollar nuevos
métodos para la prevencion, diagnostico y el tratamiento de aquellas infecciones ocasionadas por bacterias
que tienen la maquinaria para formar el biofilm debido a que este tipo de estructuras se han comenzado a
asociar con otro mecanismos de resistencia a antibiéticos por parte de bacterias como E. coli 8.

Objetivo

Determinar la asociacion entre el biofilm y la resistencia de antibidticos de cepas de Escherichia coli de
pacientes con infecciones de vias urinarias.

Material y métodos
Curvas de crecimiento bacteriano

Se realizaron curvas de crecimiento bacteriano de los aislados clinicos en medio Luria Bertani (LB) a partir
de una dilucién 1:1000 de un cultivo de 24 horas de las cepas de E.coli. Las lecturas se realizaron durante
6.5 horas por medio de espectrofotometria midiendo a una longitud de onda de 600 nm.

Resistencia a antibioticos

La resistencia a 3-lactamicos se determiné creciendo las cepas de E. coli en Agar LB con ampicilina 100
pg/mL. Como control se utilizé a la cepa multirresistente CDC AR 0346 de E.coli.

Cuantificacion de biofilm

La presencia del biofilm se determind a partir de un subcultivo de 24 horas de las cepas de E. coli, crecidas
en medio LB en placas de 96 pozos y posteriormente tefiidas con cristal violeta al 1%. Para la cuantificacion
del biofilm, el cristal violeta se disolvié en acido acético al 30% y se cuantificd por espectrofotometria a 550
nm.

Deteccion de plasmidos

La deteccion de plasmidos se realizé utilizando el método de extraccion por lisis alcalina por medio de SDS
para romper las membranas bacterianas y desnaturalizar las proteinas, posteriormente se analizaron las
muestras en un gel de agarosa al 1%.
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Resultados

Curvas de crecimiento bacteriano

Nuestros resultados de las curvas de crecimiento de los aislados clinicos muestran una gran variabilidad entre
el crecimiento de las diferentes cepas de E. coli, no obstante, todas muestran el mismo comportamiento de
crecimiento y todas ellas alcanzan la fase estacionaria alrededor de las 5 horas de cultivo. De forma
interesante las cepas que muestran el menor y mayor crecimiento son las cepas control CFT073 y CDC-AR-
0346 respectivamente, mientras que todos los aislados clinicos de E. coli evaluados, su crecimiento se
encuentra entre estas cepas controles (figura 1).

Curvas de crecimiento de cepas de E. coli
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Figura 1. Curvas de crecimiento de 6.5 horas de las cepas de Escherichia coli en medio LB.
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Presencia del biofilm y resistencia a ampicilina en aislados clinicos de E. coli

Para el ensayo del biofilm se utilizaron las 12 cepas de los aislados clinicos de E. coli de los pacientes con
IVUs. Las cepas se crecieron en medio Luria Bertani por 24 horas y posteriormente se evalué la formacion
del biofilm por la técnica de cristal violeta. En la figura 2 se muestra de forma representativa la formacion del
Biofilm en la cepa de laboratorio CFT073 de UPEC y dos aislados clinicos de E. coli.

Aislado Aislado
CFTO7 clinico con clinico sin
Biofilm Biofilm

Figura 2. Formacidn del Biofilm

Nuestros resultados muestran que en comparacion al biofilm formado por la cepa CFT073, cuatro de las 12
cepas analizadas mostraron una mayor formacién, 5 mostraron una menor formacion y solo una no presento
biofilm (figura 3). En cuanto al crecimiento en medio LB con ampicilina, la cepa que no presenta biofilm, una
cepa con mayor formacién y dos con menor formacion del biofilm no crecieron en este medio, como control
del crecimiento de las bacterias en ampicilina se utilizé la cepa multirresistente resistente CDC-AR 0346
(figura 4).
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Figura 3. Cuantificacién del biofilm en aislados clinicos de E. coli obtenidas de pacientes con IVUs. A: E. coli 547, B: E. coli 553; C: E. coli 565; D: E.
coli 566: E: E. coli 567; F: E. coli 572; G: E. coli 576; H: E. coli 611; I: E. coli 649; J: E. coli 678; K: E. coli 688; L: E. coli 692.
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Nombre del organismo

E. coli E. coli CDC AR-0346

Figura 4. Crecimiento bacteriano de E. coli CDC AR-0346 en Agar LB suplementado con ampicilina a 100 pg/mL.

Presencia de plasmidos en aislados clinicos de Escherichia coli

Debido a que la resistencia a antibiéticos esta principalmente asociado a la presencia de enzimas como las
B-lactamasas, cuyos genes se encuentran en la mayoria de los casos insertados en plasmidos, buscamos la
presencia de estos en los asilados clinicos de E. coli obtenidos de pacientes con IVUs. Nuestros resultados
muestran la presencia de plasmidos en los aislados clinicos 566, 567, 572, 611, 688 y 692, como se muestra
en la figura 5.

|Marcador|CFT073| 547 | 688 | 676 ’ 611 | 692 | 566 | 678 ‘ 567 ‘ 572 | 565 | 553 | 649 |

Figura 5. Presencia de pldsmidos en cepas de Escherichia coli obtenidas de pacientes con infeccién en vias urinarias.
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Conclusiones

En este trabajo evaluamos una posible asociacién entre la resistencia a antibidticos como la ampicilina y la
presencia del biofilm en aislados clinicos de Escherichia coli obtenidas de pacientes con infecciones en vias
urinarias (IVUs).

En este trabajo encontramos diferencias entre el crecimiento, la presencia de plasmidos y el biofilm de todos
los aislados clinicos de E. coli evaluados.

Nuestros resultados mostraron que las distintas cepas de E. coli se adaptan de manera distinta a un medio
enriquecido como el caldo LB, lo cual se demuestra en la diferencia en las absorbancias que se obtuvieron
al analizar las curvas de crecimiento. En cuanto a la resistencia bacteriana a los antibioticos, al ser sembradas
en agar LB adicionados con ampicilina, se encontré cepas que son resistentes y cepas que fueron
susceptibles a este antibidtico. De forma interesante, encontramos cepas de E. coli que presentan resistencia
a antibidticos y no se encontro la presencia de plasmidos, por lo que la resistencia podria ser porque el gen
de resistencia se ha insertado en el DNA gendmico o bien podria ser mediada por el biofilm, sin embargo,
necesitamos tenemos que corroborar esto con experimentos adicionales.

Finalmente, este trabajo muestra la importancia de las distintas técnicas de biologia molecular, ya que, a
través de ellas se demuestran varios de los problemas que se plantean actualmente como lo es la resistencia
bacteriana y gran parte de la poblacién no hace conciencia de ello. Como lo vimos ya hay una gran cantidad
de cepas resistentes a los principales antibiéticos que se usan en la practica clinica diaria, por lo cual ahora
se hace uso de farmacos mas especializados pero que no estan disponibles ampliamente en el sistema de
salud, para hacerle frente a infecciones por patégenos que antes eran eliminadas “facilmente” con las terapias
a las cuales muestran resistencia. Se llegara a un punto en el que ni siquiera estas terapias especializadas
puedan hacerles frente a estos microorganismos y aunque pareciera lejos encontrar ese panorama, estamos
mas cerca de lo que creemos, por lo que deberiamos empezar a actuar pronto, ademas de tomar mas
conciencia de que también la resistencia bacteriana puede ser transmitida mediante conjugacion por lo que
al seleccionar un antibiético para eliminar una infeccién debemos estar seguros de que hizo de manera
adecuada. También es importante tomar en cuenta al biofilm y no solo verlo como un término que no es
practico para la vida diaria, ya que como se ha demostrado esta implicado en una gran cantidad de situaciones
que van desde el cancer hasta la propia resistencia a los antibioticos.
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