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Resumen

El tratamiento antimicrobiano para infecciones urinarias asociadas a catéter puede fallar en
algunos casos debido a que los uropatégenos pueden desarrollar mecanismos que los protegen
de los antibidticos, tales como resistencia antimicrobiana y produccién de biopeliculas. En
el presente estudio determinamos la produccién de biopeliculas y perfil de susceptibilidad
antimicrobiana en 98 uropatégenos aislados de cultivos de orina obtenidos de pacientes con
infeccion del tracto urinario asociado a catéter. Los uropatégenos cultivados mas frecuentemente
fueron Escherichia coli (60%), Enterococcus faecalis (12%), Pseudomonas aeruginosa (11%) y
Klebsiella pneumoniae (7%). De los uropatégenos, 77% produjeron biopeliculas; de éstos, 14%
lo hicieron de forma débil y 63%, fuerte. Encontramos que la mayoria de los uropatégenos
poseian altos porcentajes de resistencia a distintas familias de antibiéticos, y muchos de ellos
produjeron biopeliculas en distintos niveles; por ello, es importante implementar estrategias
de prevencion para evitar la contaminacién de los catéteres urinarios con este tipo de uropa-
tégenos, al igual que evitar el uso de los catéteres durante largos periodos.

Abstract

Antimicrobial treatment of catheter-associated urinary tract infections may fail in some cases
because uropathogens may develop mechanisms that protect them from antibiotics, such
as antimicrobial resistance and biofilm production. In this study, we determined the biofilm
production and antimicrobial susceptibility profile in 98 uropathogens isolated from urine
cultures obtained from patients with catheter-associated urinary tract infections. The most
frequently cultured uropathogens were Escherichia coli (60%), Enterococcus faecalis (12%),
Pseudomonas aeruginosa (11%), and Klebsiella pneumoniae (7%). Of the uropathogens,
77% produced biofilms, of which 14% did so weakly, and 63% strongly. We found that most
uropathogens had high percentages of resistance to different families of antibiotics, and many
of them produced biofilms at different levels; therefore, it is important to implement prevention
strategies to avoid contamination of urinary catheters with this type of uropathogens, as well
as avoiding the use of catheters for long periods.
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Introduccion

Los catéteres urinarios (CU) son dispositivos médicos
que ayudan a drenar la orina desde la vejiga y se
usan ampliamente en pacientes que sufren de alguna
discapacidad fisica (fractura de cadera, lesion en los
nervios de la vejiga o lesién de médula espinal) que
les impide orinar por si mismos."? Sin embargo, el
uso prologando de CU incrementa el riesgo de que
los pacientes sufran en algin momento infecciones
del tracto urinario asociadas a ellos (ITU-CU) y, en el
peor de los casos, bacteriemias secundarias.?

El origen de las ITU-CU se asocia con la contamina-
cion del catéter con microorganismos que proceden de
la region periuretral.® Una caracteristica de las ITU-CU
es que, en algunos casos, pueden llegar a convertirse
en infecciones cronicas y persistentes si no se tratan
a tiempo, debido a que los CU podrian contaminarse
con uropatégenos que poseen la habilidad de producir
biopeliculas.? Estas Ultimas se definen microbioldgi-
camente como comunidades de células microbianas
que crecen rodeadas por una matriz extracelular (ME)
que ellas mismas producen y les sirve para adherirse
de forma covalente sobre superficies vivas o inertes;
ademas, la ME protege a los microorganismos de la
respuesta inmune del huésped e impide la penetracion
de las moléculas con actividad antimicrobiana (anti-
bidticos y antisépticos) a su sitio blanco.* Estudios de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro han demostrado
que los microorganismos que crecen en forma de
biopeliculas son hasta mil veces mas tolerantes a la
accion de los antibidticos que los que crecen en forma
libre (plancténica).* Otra caracteristica de las ITU-CU
es que su tratamiento puede llegar a ser complicado,
no sélo por el crecimiento de los microorganismos en
forma de biopeliculas, sino porque, en algunos casos,
las biopeliculas se forman con microorganismos que
previamente han desarrollado resistencia a distintos
tipos de antibidticos.® Por ejemplo, en un estudio
realizado por Neupane y sus colaboradores, donde
correlacionaron entre la formacion de biopeliculas y la
resistencia para los antibidticos mas comunes usados
para tratar ITU causadas por cepas de Escherichia
coli uropatégenas aisladas en un hospital de Nepal,
ademas de que eran multidrogorresistentes por tener
betalactamasas de espectro extendido (ESBL), los
autores encontraron que las E. coli con ESBL que
produjeron biopeliculas presentaron alta resistencia
a cefalexicina y amoxicilina.®

Las caracteristicas microbiolégicas (perfil de sus-
ceptibilidad antimicrobiana y produccion de biopeli-
culas) de microorganismos aislados de infecciones

asociadas al uso de dispositivos médicos distintos a
CU (catéteres intravasculares, prétesis articulares, et-
cétera) ya han sido documentadas en varios estudios;
sin embargo, en uropatdgenos aislados de ITU-CU, la
informacion de las caracteristicas antes mencionadas
es casi nula.” Por lo tanto, nosotros decidimos realizar
un estudio que nos permitiera describir y documentar
las caracteristicas microbioldgicas de los uropatoge-
nos aislados de ITU-CU. Este trabajo se realizé en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion «Luis Guillermo
Ibarra Ibarra» (INR-LGII), que es un hospital de tercer
nivel que recibe y trata a pacientes que padecen de
patologias que les causan discapacidad fisica.

Material y métodos

Realizamos un estudio transversal entre noviembre
de 2013 y mayo de 2014 con muestras de orina obte-
nidas de pacientes que llevaban usando CU por mas
de dos semanas y en quienes se sospeché ITU-CU
porque presentaban datos clinicos: dolor abdominal,
lumbar o fiebre.

Obtencion de la muestra y cultivo

Las muestras de orina fueron colectadas en condi-
ciones asépticas con jeringas estériles de la parte
final del catéter uretral, y enviadas inmediatamente
al Laboratorio de Infectologia del INR-LGII para su
cultivo. El sembrado de las muestras se hizo en dos
medios de cultivo (agar sangre de carnero 5% y agar
MacConkey) con asa calibrada (1 plL); luego, los
medios se incubaron por 24 horas a 37 °C. El cultivo
se considerd positivo cuando se observo desarrollo y
cuenta bacteriana > 1 x 10% UFC/mL.

Identificacion y pruebas de sensibilidad
antimicrobiana

La identificacion y pruebas de sensibilidad antimi-
crobiana de los uropatdgenos se hizo en el sistema
semiautomatizado Vitek 22 (bioMérieux, Marcy | Etoile,
Francia). Los antibiéticos probados en bacterias
Gram-negativas fueron amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), piperazilina/tazobactam (PTZ), ceftazidima
(CAZ), cefepime (FEP), aztreonam (AZT), fosfomicina
(FOS), nitrofurantoina (NIT), trimetoprim/sulfametoxa-
zole (SXT), ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LVX),
amikacina (AK), gentamicina (GM), ertapenem (ETP),
meropenem (MRP), imipenem (IPM) y colistina (CL);
y en Gram-positivas, ampicilina (AMP), penicilina (P),
NIT, CIP, LVX, linezolid (LZD) y vancomicina (VAN)
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La interpretacion del perfil de sensibilidad antimi-
crobiana se hizo de acuerdo con los criterios de la
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).®
Los uropatdgenos estuvieron almacenados a -70 °C
en caldo Mueller Hinton suplementado con 30% de
glicerol hasta su analisis.

Produccién in vitro de biopeliculas

Para la produccion de biopeliculas se usé el ensa-
yo semicuantitativo descrito por Christensen y su
grupo,® con algunas modificaciones. Cada cepa se
crecid estaticamente en caldo cerebro corazén su-
plementado con 2% de glucosa (CCC-G) a 37 °C por
24 horas. Enseguida, los crecimientos se ajustaron
a una concentracion 0.5 escala de MacFarland [1.5
x 108 UFC/mL]; después, se diluyeron 1:20 en solu-
cion de cloruro de sodio (0.85%, P/V); [5 x 108 UFC/
mL]. De la dilucién se tomaron 10 uL y depositaron
en pocillos individuales de una microplaca estéril de
96 pozos fondo U que contenian 100 uL de CCC-G
fresco; la concentracion final de los microorganismos
en los pocillos fue 5 x 10* UFC/mL. La microplaca se
incubd estaticamente a 37 °C por 12 horas. Ense-
guida, se decanto el medio de cultivo y los pocillos
se lavaron de forma gentil (tres veces) con solucién
salina estéril. La microplaca fue secada a tempera-
tura ambiente por dos horas. Las biopeliculas y sus
residuos se tifieron por 20 minutos con 200 pL de una
solucion de cristal violeta 0.1% (P/V). El colorante se
decantd y el exceso se elimind con solucion salina
(tres veces). Se extrajo el colorante con 180 pL de
etanol 95% por 30 minutos, y enseguida se midi6 por
densidad optica (DO, 492 no) en un espectrofotome-
tro (xMark™, Bio-Rad Laboratories, Inc., California).
Las cepas se inocularon por triplicado y se repitio el
ensayo dos veces en experimentos independientes.
Se promediaron las DO obtenidas de los dos experi-
mentos para cada cepa. El punto de corte (DOc) que
se uso para definir que las cepas eran productoras de
biopeliculas fue dos veces mas la DO que el control
negativo. De acuerdo con los valores de DO, las ce-
pas se categorizaron en tres grupos: no productoras
de biopeliculas (OD < DOc), productoras débiles
(DOc < DO2 x DOc) y productoras fuertes (2 x DOc
< DO). La categorizacion anterior fue con base en los
criterios de Stepanovic¢ y sus colegas.®

Analisis estadistico

Se uso6 estadistica descriptiva para determinar fre-
cuencias, porcentajes y proporciones.

Volumen 6 ® Niimero 3 ® Septiembre-Diciembre 2017

Resultados

A partir de 230 muestras de orina, se aislaron 98
uropatégenos que se distribuyeron en las siguien-
tes especies: E. coli (60%), Enterococcus faecalis
(12%), Pseudomonas aeruginosa (11%), Klebsiella
pneumoniae (7%), Morganella morganii (4%), Proteus
mirabilis (4%), Citrobacter freundii (1%) y Citrobacter
braakii (1%).

El porcentaje de resistencia antimicrobiana por
especie se muestra en el cuadro I. En general, E.
coli fue el uropatégeno que presentd los mas altos
porcentajes de resistencia, principalmente a los si-
guientes antibidticos: fluoroquinolonas (ciprofloxacino
y levofloxacino), cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion (ceftazidima y cepefime), aztreonam,
trimetoprim/sulfametoxazole y gentamicina. El unico
microorganismo Gram positivo que se aislé fue E.
faecalis, que so6lo mostrd resistencia a ciprofloxacino
(33%) y levofloxacino (33%).

Los resultados de los ensayos in vitro para detectar
uropatdgenos productores de biopeliculas mostraron
que 77% fueron positivos para la prueba; de éstos, 63%
lo hicieron de forma fuerte (Cuadro Il). Los uropatége-
nos que produjeron mayores cantidades de biopeliculas
fueron E. coli, K. pneumoniae, Ps. aeruginosa.

Por ultimo, de los uropatdégenos que aislamos con
mayor frecuencia y produjeron mayor cantidad de
biopeliculas (E. coli, K. pneumoniaey Ps. aeruginosa),
seleccionamos tres aislados de cada especie (la selec-
cion se hizo porque las especies antes mencionadas
producian la misma cantidad de biopeliculas, resulta-
dos no mostrados) y comparamos si habia diferencia
en la cantidad de biopeliculas que producian (Figura
1). Este analisis nos mostré que Ps. aeruginosa y
K. pneumoniae fueron los uropatdgenos que mayor
cantidad de biopeliculas producian.

Discusion

El motivo principal que incentivo la realizacion del si-
guiente estudio fue describir las caracteristicas micro-
bioldgicas (susceptibilidad antimicrobiana y produccién
de biopeliculas) de los uropatégenos aislados de CU
en uno de los hospitales de rehabilitacion fisica mas
importantes en México.

Una caracteristica de las ITU-CU es que si no se
tratan a tiempo y de forma adecuada, pueden llegar
a convertirse en infecciones crénicas y persistentes
debido a que los CU podrian estar contaminados con
uropatégenos que posean diferentes mecanismos
de defensa que les sirvan para resistir o tolerar los
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asociadas a catéter (n = 98).

Antibioticorresistencia (%)

VAN LZD

Total AMC PTZ CAZ FEP ATM FOS NIT SXT CIP LVX AK CN ETP MRP IMP CL AMP P

Uropatogenos

Gram negativos

Produccién de biopeliculas y resistencia antimicrobiana en uropatégenos aislados

0O ND ND ND ND ND
0 ND ND ND ND ND
0 ND ND ND ND ND
0 ND ND ND ND ND
0 ND ND ND ND ND

23 0 0
0
0
0
0
0

30 30 30 12 16 30 42 42 6

0

0

58

E. coli

K. pneumoniae
M. morganii
P mirabilis

0
0

0
0

0 ND
0 ND

0
0

2

11

Citrobacter spp.
P aeruginosa
Gram positivos

ND ND ND ND

0

7 ND 0

7

7

7

10 ND

10

0

0

0

0 ND 33 33 ND ND ND ND ND ND

12 ND ND ND ND ND ND

E. faecalis

Antibidticos: amoxicilina/acido clavuldnico (AMC), piperacilina/tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), aztreonam (ATM), fosfomicina (FOS),

nitrofurantoina (NIT), trimetoprim/sulfametoxazole (SXT), ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LVX), amikacina (AK), gentamicina (GN), ertapenem (ETP),

meropenem (MRP), imipenem (IMP), colistina (CL), ampicilina (AMP), penicilina (P), vancomicina (VAN), linezolid (LZD). No determinado (ND).

tratamientos antimicrobianos.® Estos mecanismos
son adquisicion de genes que les confieren resis-
tencia especifica a los antibidticos y produccién de
biopeliculas; éstas sirven para proteger a las células
microbianas de la respuesta inmune del huésped y de
moléculas con actividad antimicrobiana: antibioticos
o0 antisépticos.®

En este trabajo determinamos el perfil de sus-
ceptibilidad a distintas familias de antibidticos en
todos los uropatdgenos que aislamos. En general,
encontramos elevados porcentajes de resistencia
antimicrobiana, principalmente en el uropatégeno
mas frecuente: E. coli; la mayoria de las cepas que
pertenecian a esta especie microbiana eran mul-
tidrogorresistentes. Los resultados de resistencia
antimicrobiana que encontramos son similares con
los publicados en otras series realizadas en nuestro
pais,'®" donde también determinaron la resistencia
antimicrobiana en infecciones del tracto urinario, lo
que coincide con resultados reportados para otros
paises de América Latina. El incremento de resisten-
cia antimicrobiana entre microorganismos aislados de
infecciones del tracto urinario, asi como de otro tipo
de infecciones, se ha convertido en los ultimos afos
en un importante problema de salud publica debido
a que el uso irracional e inadecuado de los antibioti-
cos ha propiciado la generacion de microorganismos
multidrogorresistentes.'

Una dificultad a la cual se pueden enfrentar los
clinicos cuando diagnostican y tratan ITU-CU es que
los pacientes no respondan al tratamiento antimicro-

Cuadro II. Evaluacién de la biopelicula en

uropatégenos aislados de infecciones
asociadas con catéter.

Deteccion de biopeliculas

n (%)

Uropatégenos  Total Negativo Débil  Fuerte
E. coli 58 18 31) 5(9) 35 (60)
E. faecalis 12 4 (33) 3 (25 542
P aeruginosa 11 0 0 11 (100)
K. pneumoniae 7 0 0 7 (100)
M. morganii 4 0 0 4 (100)
P mirabilis 4 0 4 (100) O
Citrobacter spp. 2 0 2 (100) 0O

Total 98 22 (22) 14 (14) 62 (63)

Investigacion en Discapacidad
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Figura 1.

Comparacién de la produccién de
biopeliculas de tres especies de
uropatoégenos: Escherichia coli (E, n
= 3), Klebsiella pneumoniae (K, n =

B B B K1

biano a pesar de conocer el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana de los uropatdégenos que las estan
causando; esto puede deberse a que el CU esté
contaminado con microorganismos productores de
biopeliculas que protegen a las células microbianas
de las moléculas con actividad antimicrobiana.® Noso-
tros determinamos la frecuencia con la que se aislan
uropatdgenos que poseen la habilidad de producir
biopeliculas; en general, encontramos que el 76%
poseian esta habilidad, y de ellos, 63% lo hacian de
forma fuerte. La frecuencia que obtuvimos en este
estudio fue mas alta con respecto a lo publicado por
Niveditha, Subramanian y sus respectivos grupos;
ambos investigadores realizaron trabajos similares al
nuestro y describieron las siguientes frecuencias: 60 y
63%, respectivamente, para los siguientes uropatdge-
nos: E. coli, K. pneumoniae y Ps. aeruginosa.'®'* Las
diferencias encontradas se deben a que Niveditha,
Subramanian y sus colaboradores usaron ensayos in
vitro que detectan de forma fenotipica a los microor-
ganismos productores de biopeliculas (crecimiento
en agar rojo Congo o adhesion en tubo), y ésos son
ensayos que poseen baja sensibilidad y especificidad
para ello.®' En nuestro caso, usamos un método
mucho mas sensible y especifico (ensayo semicuan-
titativo de Christensen), ademas de que aplicamos los
criterios de Stepanovi¢ para clasificar a los microor-
ganismos como no productores, productores débiles
o fuertes.®'® Es importante mencionar que aunque los
criterios de Stepanovi¢ estan bien estandarizados y
referenciados para clasificar a los microorganismos
productores de biopeliculas como débiles o fuertes,

K2 K3
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P1T P2 P3 3), Pseudomonas aeruginosa (P, n =
3), y fotografias representativas de los
resultados del ensayo semicuantitativo:
A) E. coli, B) K. pneumoniae y C) Ps.

aeruginosa.

pequeinos incrementos en la densidad éptica (DO)
pueden impactar negativamente en la categorizacion
de los microorganismos productores de biopeliculas,
sobre todo en los productores fuertes. Nosotros ob-
servamos lo anterior cuando comparamos el promedio
de la DO que se obtuvo entre los uropatégenos que
habian sido categorizados como productores fuertes:
Ps. aeruginosa, K. pneumoniae'y E. coli; en general,
los resultados nos ensenaron que aunque las especies
microbianas antes mencionadas fueron categorizadas
como productoras fuertes, aun asi habia diferencias
entre ellas (Figura 1), que se deben al tipo de molécu-
las que producen los microorganismos para formar la
ME que va a rodear las biopeliculas; en el caso de Ps.
aeruginosa 'y K. pneumoniae, la ME estd compuesta
en su mayor parte por carbohidratos, a diferencia de
E. coli, en la cual se forma con proteinas, de manera
predominante.’s

Una debilidad de nuestro estudio es que no hace-
mos una correlacion entre produccion de biopeliculas
y resistencia antimicrobiana; sin embargo, algunos
otros si lo han hecho; por ejemplo, Subramanian y su
equipo: encontraron que de 60 uropatdgenos que ellos
analizaron y que producian biopeliculas, el 83% eran
resistentes a ampicilina, 80% a norfloxacino, 93% a
acido nalidixico.'® Mishra y sus colegas analizaron la
resistencia en microorganismos aislados de disposi-
tivos médicos y la relacionaron con la produccion de
biopeliculas; en general, este grupo de investigadores
encontré que los microorganismos que producian
biopeliculas eran mas resistentes que los que no.”
Como ya lo habiamos mencionado anteriormente,
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el incremento de la resistencia antimicrobiana entre
microorganismos productores de biopeliculas se debe
a que la ME impide el paso de los antimicrobianos a
su sitio blanco; ademas, los microorganismos en el in-
terior de las biopeliculas sufren cambios morfologicos
y metabdlicos que generan que sean mas tolerantes
a los antimicrobianos.®

Por ultimo, aunque los resultados obtenidos en
este trabajo s6lo muestran las caracteristicas micro-
bioldgicas (perfil de susceptibilidad antimicrobiana y
produccion de biopeliculas) de uropatdgenos aislados
de ITU-CU de nuestro hospital, y no pueden ser extra-
polados a otros centros hospitalarios del pais, sirven
para generar nuevas preguntas que es necesario res-
ponder; por ejemplo: ¢la composicion de la ME de los
uropatogenos productores de biopeliculas impacta de
forma negativa en la accion de los antibiéticos con acti-
vidad antibiopelicula (fosfomicina)?,'®2° ; los antibicticos
carbapenémicos (ertapenem, imipenem, meropenem)
que se usan para tratar ITU-CU causadas por bacilos
Gram-negativos multidrogorresistentes tienen la misma
efectividad si éstos producen biopeliculas? Si podemos
contestar estas preguntas en estudios posteriores y
obtenemos resultados positivos, éstos serviran para
hacer adecuaciones en las terapias antimicrobianas
que se usan para tratar ITU-CU cuando sean causadas
por uropatdégenos multidrogorresistentes y productores
de biopeliculas; asi, se evitara que los pacientes desa-
rrollen secuelas negativas: ITU crénicas o bacteriemias
secundarias asociadas a contaminacion del CU.

Conclusion

En el presente trabajo encontramos que la mayoria
de los uropatdgenos poseian altos porcentajes de re-
sistencia a distintas familias de antibiéticos y muchos
de ellos produjeron biopeliculas en distintos niveles;
por ello, es importante implementar estrategias
de prevencion para evitar la contaminacion de los
catéteres urinarios con este tipo de uropatdgenos,
al igual que evitar su uso durante largos periodos.
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