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MARCO TEORICO
Tracto urinario

El tracto urinario esta formado por los 6rganos que elaboran y eliminan la orina del
cuerpo, la formacién y eliminacion de la orina son funciones vitales y constituyen

uno de los mecanismos mas importantes de la homeostasia.'?

El tracto urinario inicia con los rifiones, que se ubican detras del peritoneo parietal,
situados a cada lado de la columna, estan formados por los calices, la pelvis renal,
la vejiga y el uréter. Los calices renales son tubos membranosos fijos por su extremo
externo alrededor de la base de cada una de las papilas o calices menores. La pelvis
renal, es una cavidad que ocupa la parte posterior del pediculo renal y se continGa
con el uréter; el cual es un conducto que desciende desde los rifiones, por la parte
posterior de la cavidad abdominal hasta penetrar en la vejiga a través del meato
uretral en el angulo externo del trigono vesical, carece de esfinter y el Unico
mecanismo valvular esta dado por su entrada oblicua a la vejiga y la pared vesical

que impiden el flujo retrogrado durante la contraccién vesical. 2

La vejiga es un receptaculo situado detras de la sinfisis pubica, delante del recto,
encima del suelo de la pelvis y de la prdostata; constituido de musculo membranoso
tapizado de epitelio y rodeada de tejido celular laxo, destinado a recoger la orina y
a conservarla hasta su evacuacion; en la base el trigono vesical, presenta tres
orificios; dos en angulos posteriores corresponden a los uréteres y en el angulo

anterorinferior el que comunica con la uretra. 2

Finalmente la uretra es un conducto que comunica el piso de la vejiga con el exterior
por el cual sale la orina, presenta un revestimiento interno de mucosa. En la mujer
esta situada por detras de la sinfisis pubica, por delante de la vagina y es de corta
longitud. En cambio en el hombre atraviesa inmediatamente debajo de la vejiga, por
el centro de la préstata, después entre dos laminas de tejido fibroso blando que
unen los huesos del pubis, y después cursa por el pene, por tres porciones: la
prostatica, la membranosa y la cavernosa. El orificio que comunica la uretra con el

exterior se llama meato urinario.12




Infecciones de tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) son padecimientos ocasionado por la
colonizacion, invasion y multiplicacion de microorganismos patdgenos en el tracto
urinario con o sin sintomatologia clinica.® Por definiciéon las ITUs se consideran
como tal desde el momento en que las bacterias se presentan y multiplican en las
vias urinarias mas all4 de la uretra anterior y es aqui donde cominmente comienza
la sintomatologia clésica de la patologia, ademas el diagnéstico debe considerar la
respuesta del hospedero, es decir, la descamacion epitelial y respuesta
inmunologica. El origen bacteriano de la ITU es el mas frecuente (80%-90%); en
este caso, la definicion exacta exige no solo la presencia de bacterias en las vias
urinarias, sino también su cuantificacion. La migracion de bacterias hasta la vejiga
es favorecida por factores mecénicos y quimicos.* Las ITUs representan una de las
patologias mas frecuentes en la poblacion, predominando en el sexo femenino y
afectan a cualquier edad, desde recién nacidos hasta ancianos®, de elevada
morbilidad, en muchos casos recurrente o pueden ocasionar complicaciones graves

como sepsis 0 secuelas importantes.*

Las ITUs son comunes entre mujeres sanas aun cuando el tracto urinario es normal,
anatomica y fisiolégicamente. Se sabe que hasta el 40% de las mujeres
desarrollardn UTI por lo menos una vez durante su vida y un namero significativo
de estas mujeres tienen ITUs recurrentes. Los hombres también padecen ITUs,
aunque la incidencia es mucho mas baja (3 veces menos frecuente). La mayoria de
estos episodios son parecidos a cistitis, pero algunos de ellos pueden llegar a
complicarse en pielonefritis aguda. La frecuencia de cistitis aguda en la poblacién
de Europa es de 0.5-0.7 episodios por persona al aiio, representando una fuente de
morbilidad y alto costo en estas poblaciones.? En Estados Unidos en el afio 2011 se
calcula que las ITUs representan mas de 7 millones de consultas por afio, a un costo

de mas de $1 mil millones de ddlares. 3

Las ITUs constituyen un problema importante de salud publica, de hecho son una
de las infecciones bacterianas mas frecuentes; siendo Escherichia coli el patégeno

causante en mas del 80% de todos los casos de infecciones urinarias vistos en
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pacientes ambulatorios.®> Algunos de los factores predisponentes en ITUs
complicadas son defectos anatémicos, reflujo retro-vesicular, obstrucciones,
cirugias, la diabetes e

padecimientos metabdlicos como inmunosupresion

generalizada especialmente en pacientes con trasplantes.* ®

Hay dos rutas importantes para que una bacteria pueda invadir y colonizar el tracto
urinario, una es la ascendente (la via mas comun) y la otra es la via hematdgena;
aunque existe evidencia acerca de que la via linfatica y la comunicacién entero-
vesical pueden ser otra via de infeccidon. La via ascendente se da cuando la flora
normal del intestino, se asientan en tracto urinario y desplaza la flora normal;
finalmente bacterias como Escherichia coli particularmente la cepa conocida como
uropatogena (UPEC) es causate de ITUs agudas y recurrentes, la uretra es la puerta
de entrada para que estos patdgenos asciendan a vejiga, una vez dentro depende
de género y especie del microorganismo, el tamafio del inoculo y la adecuacion de
la respuesta del sistema inmunoldgico del hospedero. Una vez que la bacteria ha
ascendido a vejiga, las bacterias pueden multiplicarse y subir hacia los uréteres,

particularmente si el reflujo vesicouretral esta presente.®

Las ITUs son ocasionadas por gran variedad de bacterias, sin embargo actualmente
las formas de invasién y/o asociacion bacteriana son determinantes para la

progresion de la infeccién, en la tabla se aprecian las especies mas comunes.”’

Tabla 1. Frecuencia de bacterias causantes de ITUs

Frecuencia (por ciento de los aislamientos)
Patogenicidad en el

Raro
<0.1%

Poco comuin

0.1-1%

Bastante comuan
1-10%

Comun
>10%

tracto urinario

Escherichia coli dependiente
de CO,
Leptospira sp

Mycobacteria sp,

Patogenos primarios | Escherichia coli Staphylococcus saprophyticus

Corynebacterium
urealyticum,
Haemophilus spp.
Pneumococos

Citrobacter sp.

Moranella morganii,
Enterobacter sp. .
Proteus vulgaris
Enterococcus sp,

Patogenos
secundarios

Klebsiella spp.
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa

Serratia sp
Staphylococcus aureus,
Acinetobacter sp
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas

Usualmente parte de
flora uretral o genital

Estreptococs a-hemoliticos
Lactobacilos

Bifidobacterium sp

(7 Fuente:

European Urinalysis Guidelines)



Los mecanismos de patogenicidad son muchos, como: los flagelos y la motilidad
(los cuales estan involucrados en el primer contacto de la bacteria y la superficie
celular), las fimbrias entre ellas la curli, proteinas autotransportadoras (logran salir
de citoplasma y ayudan a la movilizacion de nutrientes y desechos), pilis de
conjugacion (permiten el traspaso de informacion genética, como la resistencia a

antibiéticos) y produccién de exopolisacéaridos.®

Para el particular caso de los mecanismos de virulencia de E. coli (UPEC) que

favorecen las ITUs recurrentes estan:

e La adhesion bacteriana: permiten la adsorcidn a superficies epiteliales
dificultando su eliminacion.

e La formacién de biofilms bacterianos: capacidad para organizarse y
agregarse en una comunidad.

e La resistencia antimicrobiana: conduce a dificultar la erradicacion con
tratamientos tradicionales

e Presencia de antigenos superficiales (O, H, K): confieren resistencia a la

fagocitosis, al poder bactericida del suero.®
Clasificacion de las ITUs

De manera tradicional las ITUs son clasificadas basadas en sintomas, datos de
laboratorio y hallazgos microbiol6gicos. De manera practica se pueden clasificar en

no complicadas, complicadas y sepsis.*

Hoy se considera que las ITUs son una suma de parametros que determinan la
clasificacion y la valoracion de la severidad. La primera corresponde a la
presentacion clinica, esta puede ser: Uretritis, cistitis, pielonefritis, urosepsis y
organos genitales masculinos; el parametro que se suma a continuacion es el grado
de severidad, esta incluye cistitis baja, pielonefritis moderada, pielonefritis
establecida severa, urosepsis con respuesta sistematica, urosepsis con disfuncion

del 6rgano y urosepsis con falla del 6érgano; a estos se agregan los factores de




riesgo, y finalmente se identifican los patdgenos involucrados esto incluye especie
y grado de suceptivilidad.*

Otras formas de ITUs complicadas son las asociadas a catéteres en la cual la
formacion de biofilm debe ser considerada, en tal caso la terapia antimicrobiana solo
es efectiva en etapas tempranas.® Otro caso especifico de ITUs complicadas se
encuentra en pacientes con lesién de la médula espinal. En estos casos se
sospecha de retencién de orina, y es necesaria una evaluacion completa del estado
urodinamico para valorar la funcién vesical. La prioridad es garantizar el drenaje
adecuado de la vejiga para proteger el tracto urinario. En general se acepta que la
bacteriuria asintomatica en pacientes con lesion de la médula espinal no debe ser
tratada, incluso en los casos de la cateterizacion intermitente. Para los episodios
sintomaticos de infeccién en los pacientes con lesion de la médula espinal, sélo
unos pocos estudios han investigado el agente antimicrobiano mas adecuado y la

duracion de la terapia.l®
Nuevos mecanismos de relaciéon entre los uropatdégenos y en uroepitelio.

Hoy en dia hay una gran lista de los mecanismos de virulencia desarrollados por
distintos uropatdgenos. Uno representado por los uropatégenos que han
desarrollado una cascada patogénica intracelular que culmina en la formacién de
comunidades bacterianas intracelulares (IBC por sus siglas en ingles) en el
uroepitelio.'! Otro mecanismo sobresaliente es que formaciéon de comunidades tipo

biofilm sobre superficies bibticas y abidticas tales como catéteres.
Comunidades intracelulares bacterianas (IBC o Citélisis bacteriana)

En las ITUs existen paradigmas con respecto a la patogénesis que han cambiado
dramaticamente como resultado de las recientes revelaciones cientificas. Mas alla
de la colonizacion de la superficie luminal de la vejiga (pensamiento clinico
tradicional), las bacterias uropatdégenas dirigen una compleja cascada de eventos
gue inicia con la adherencia e internalizacion en el uroepitelio y continda con la
multiplicacion y evasion de los mecanismos de respuesta del huésped. Después de

la invasion epitelial, muchos organismos son rapidamente expulsados por las
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células epiteliales de vejiga; una minoria llega a establecer un nicho en el citoplasma
que resulta en el desarrollo de comunidades bacterianas intracelulares (IBC) y sirve
como el lugar principal de la expansion bacteriana. La exfoliacion de la capa epitelial
superficial actia para reducir la carga bacteriana, pero facilita residencia cronica de
pequefios nichos de bacterias que posteriormente pueden reaparecer y causar
algunos episodios de cistitis recurrente, un escenario familiar clinico en mujeres

sanas.1?

En el establecimiento de la IBC hay distintas etapas, la primera de ella es la
adhesion y la invasion epitelial, la expresion de factores de virulencia bacteriana
juega un rol muy importante en la agresion al uroepitelio e incluyen: adhesinas,
toxinas, lipopolisacaridos y capsula, activando receptores celulares Toll-Like
(TLR's) los cuales expresan como resultado de sefiales proinflamatorias
intracelulares (NF-kB, citocinas, quimiocinas, interleucinas). En la etapa de
adhesion la proteina Fim H es esencial, una vez adherida la bacteria puede
internalizarse en la célula, en este punto uno de los mecanismos de defensa del
huésped es la descamacion, que si bien puede eliminar algunas de las bacterias,
también da oportunidad a que estas se internalicen en capas mas profundss, una
vez establecida la bacteria procede a la formacién de nichos celulares (IBC), se ha
descubierto que en esta fase las bacterias realizan dos ciclos, cuando las bacterias
ya tiene un nicho bien establecido y proliferan dentro de la célula; estas terminan
por lisar a la célula; esto con el propdsito de infectar a células vecinas, en este punto
el mecanismo de evasion que se ha detectado en distintas especies es el de la
filamentacioén, con lo cual evitan ser fagocitadas por los leucocitos gracias a su gran

tamano; hasta este punto se considera como la fase aguda del proceso.*3

Una vez que este proceso esta bien establecido, encontramos la fase estacionaria
en la cual encontramos células uroteliales, producto de la exfoliacion y regeneracion
del area, que presentan vesiculas que contienen a los uropatdgenos, estas
estructuras se conocen como: reservorios quiescentes intracelulares (QIRs). Esto
coloca a la infeccidon en un estado latente. En ensayos realizados en ratones se ha

detectado que el QIR permanecia por meses y es resistente a la antibioticoterapia,




esto es un indicio del porqué las ITUs son recurrentes, ya que el sistema inmune

del hospedero parece no reconocer o erradicar las QIR.1?

El establecimiento de las IBC y QIR, asi como la multiplicacion de las mismas en el

uroepitelio, es el fendmeno reconocido como citdlisis bacteriana (CB).*3

Se ha descrito que el considerar la CB y modificando la técnica de urocultivo se
mejora en una 65.9% el recuento real de UFC/mL, por otro lado se ha evidenciado
que la CB es un mecanismo de evasion inmunologico, ya que el 85.4% de los
pacientes reportaron resultados dentro de los limites biolégicos de referencia en el
recuento leucocitario por campo en el examen general de orina (EGO), ademas se
sugiere gue el despistaje semicuantitativo de bacterias en el EGO sin considerar

CB, reduce en un 77.8% el diagnéstico de ITUs.*3
BIOFILM BACTERIANO

El biofilm es definido como comunidades de microorganismos irreversiblemente
adheridas a una superficie que producen sustancia polimérica extracelular (SPE) y
que exhiben un estado metabdlico alterado comparado al crecimiento planctdnico
correspondiente, especialmente con respecto a la transcripcién y las interacciones

entre las células.*

Estudios recientes han sugerido que la organizacion espaciotemporal del biofilm y
la formacion de distintas subpoblaciones bacterianas son importantes para el
proceso de desarrollo y caracteristicas fenotipicas de un biofilm maduro. La
arquitectura final del biofilm ha sido presentada por diversas especies bacterianas
y cepas, sin embargo esta varia ampliamente, lo que sugiere que el desarrollo del
biofilm es un proceso especifico en gran medida resultado de tensién y del medio

ambiente.1®

Estudios llevados a cabo mediante la aplicacion de técnicas microscopicas
permitieron determinar que la mayoria de los biofilms exhiben arquitecturas
complejas y muy heterogéneas. Dependiendo especialmente de la bacteria y de las

condiciones de crecimiento, ha sido factible detectar mediante microscopia de




escaneo laser confocal la formacién de estructuras tridimensionales constituidas por
distintos arreglos celulares en permanente interaccion con las sustancias
poliméricas extracelulares que los mismos microorganismos sintetizan y liberan. Por
lo general, estas estructuras tipo hongo, observadas en biofilms formados por P.
aeruginosa, se intercalan con zonas abiertas en las cuales se forman canales de
flujo que permiten la incorporacion de nutrientes a las células, asimismo permiten la
liberacion de productos metabolicos y desechos. Tanto los nutrientes como los
compuestos producidos por las células difunden dentro y fuera de las microcolonias

a través de distintas capas o estratos que las componen.®

El desarrollo de un biofilm microbiano tiene lugar mediante una serie de etapas
perfectamente reguladas. Mientras que el mecanismo molecular involucrado en este
proceso de desarrollo puede diferir de un organismo a otro, las etapas de
construccion de un biofilm estarian conservadas en un amplio rango de

microorganismos. Dichas etapas son:1®

1) Adhesion de células a una superficie bidtica o abibtica

2) Crecimiento y agregacion de células formando microcolonias
3) Maduracién del biofilm

4) Mantenimiento de la estructura del biofilm

5) Desprendimiento de células de la estructura para colonizar otros ambientes

Figura 1: La maduracion del biofilm es un proceso complejo que involucra cinco etapas

-
. S -
-

Imagen de: Monroe D. Looking for chinks in the armor of bacterial biofilms. PLoS Biol. 2007 Nov;5(11):e307.




Cada una de las etapas del establecimiento del biofilm estad compuesta por diversos

mecanismos descritos a continuacion.
a) Adhesion de células a una superficie bidtica o abidtica

Los biofilms bacterianos comienzan a formarse cuando células individuales se
adhieren a una superficie. La capacidad de las bacterias para ejecutar esta etapa
depende de la presencia de ciertos factores de adherencia cuya expresion depende
de factores ambientales como son la temperatura, el pH, la fuerza ionica y las
condiciones nutricionales, como asi también de las propiedades del sustrato. Se ha
demostrado que las caracteristicas fisicoquimicas del ambiente y del sustrato son
importantes en la adsorcion reversible de la bacteria, mientras que los factores de
adhesion propios de las bacterias son generalmente necesarios para conseguir la

adherencia irreversible al soporte.16-18

En bacterias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Salmonella enterica) se ha visto que los flagelos, las fimbrias de
tipo I, IV y los curli son importantes para la etapa de adherencia primaria®. La
motilidad parece ayudar a la bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar las
repulsiones hidrofébicas. Sin embargo, aunque la motilidad ayuda al proceso no
parece ser un requisito esencial, pues muchas bacterias Gram positivas inméviles
como estafilococos, estreptococos y micobacterias son capaces de formar biofilm.
En el caso de las bacterias Gram positivas se ha descrito la participacion de

proteinas de superficie (AtIE, Bap, Esp) en esta etapa de adherencia primaria.16-18

Rebecca Munk demostré en el 2009 que el fenotipo mostrado en los biofilm de E.coli
de la cepa K-12 esta mediano por las proteina Ag43, la cual es parte de un grupo
de proteinas autotransportadoras, denominadas SAAT, las cuales son mediadoras
de la autoagregacion, floculaciéon y formacioén del biofilm. Otro factor indispensable
es la fimbria F9 la cual se ha determinado que confiere la habilidad de mediar en los
uropatégenos un crecimiento denso y uniforme que llega a cubrir de manera
uniforme hasta 20um en una superficie celular. Con respecto a esa fimbria, se ha

determinado que los genes que la codifican tienen gran similitud con los que




codifican para la fimbria tipo 1 y la fimbria F1C; ademas que la secuencia gendémica

de las Fimbria F9 ha sido detectada intacta en distintas cepas de E.coli.18
b) Crecimiento y agregacion de células formando microcolonias

Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y las
células hijas se extienden alrededor del sitio de unién, formando una microcolonia
similar a lo que ocurre durante el proceso de formacion de colonias en placas de
agar. En el caso de P. aeruginosa se ha descripto que la adhesion inicial provoca
cambios importantes en la expresion de factores vinculados con la conformacion de
microcolonias las que gracias a un fenémeno de coalescencia forman el biofilm. Por
ejemplo, se determind que luego de la adhesion, la expresion de flagelos disminuye,
mientras que la expresion de fimbrias tipo IV se incrementa, con lo cual las bacterias
se desplazarian sobre el soporte, favoreciéndose de este modo el reclutamiento e
interaccién entre ellas. Estos sucesos serian esenciales para el desarrollo de
microcolonias. En otros casos la formacion de microcolonias ocurre por medio de
eventos de division bacteriana donde las células hijas se extienden cerca del sitio

de adhesion inicial.1®
¢) Maduracion y mantenimiento de la estructura del biofilm.

En una etapa posterior la bacteria comienza a secretar exopolisacaridos que
constituyen la matriz del biofilm y forman estructuras similares a setas (mushrooms)
entre las cuales se observa la presencia de canales.'’® La composicion del
exopolisacérido es diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P.
aeruginosa, celulosa en S. typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa y
galactosa en V. cholerae, poly-N-acetilglucosamina en S. aureus, etc. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz del biofilm. Asi,
algunas cepas de P. aeruginosa son capaces de producir ademas de alginato un
polisacarido rico en glucosa que forma una pelicula en la interfase medio-aire al que

se ha denominado “Pellican”.'® Sin embargo de los diferentes exopolisacaridos que
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han sido descritos, la celulosa y el poli-1,6-B-N-acetilglucosamina son los

componentes mas comunes del biofilm en las distintas especies bacteriana.!®

En esta etapa la produccion y secrecion de exopolisacéridos es esencial para la
construccion y el mantenimiento de las estructuras tridimensionales tipo hongo que
caracterizan a ciertos tipos de biofilms bacterianos. Estas estructuras delimitan, en
los biofilms maduros la formacion de canales a través de los cuales circulan
nutrientes como asi también desechos generados a partir del metabolismo de la

comunidad microbiana.?°
d) Desprendimiento de células de la estructura para colonizar otros ambientes

Finalmente, algunas bacterias de la matriz del biofilm se liberan del mismo para
poder colonizar nuevas superficies cerrando el proceso de desarrollo de formacion
del biofilm. La liberacion de las bacterias desde el biofilm es el proceso que menos
se conoce. En el caso de Staphylococcus aureus se ha descrito un proceso de
variacion de fase producido por la insercién reversible de un elemento de insercién
(1IS256) en el interior del operdon icaADBC responsable de la sintesis del
exopolisacéarido del biofilm. El proceso de insercién del elemento parece ocurrir
aleatoriamente en la poblacién con una frecuencia de 10 y produce bacterias
deficientes en la sintesis del exopolisacarido y por tanto deficientes en la formacion
del biofilm. Esto permite a la bacteria mantener un pequefio porcentaje de la
poblacién incapaz de sintetizar el exopolisacarido y que puede escapar del biofilm.
Como la insercion es un proceso reversible, el salto del IS desde el operoén ica
provocara una nueva variacion de fase.!* Otra alternativa descrita en S. aureus
consiste en la obtencion de variantes deficientes en la formacion del biofilm debido
a la eliminacion de una isla de patogenicidad que contiene elementos esenciales
para el proceso de formacion del biofilm.?! Ciertos estudios indican que en P.
aeruginosa la disponibilidad de nutrientes cumpliria un rol substancial en la
liberacion de bacterias de la matriz y por ende en la dispersion del biofilm, a través
de la regulacion de la expresiéon del flagelo y fimbria tipo IV. Justamente, cambios
nutricionales provocarian un aumento de la sintesis de flagelos y una disminucion

de la expresion de fimbria tipo IV, contrariamente a lo que sucede durante la
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formacién de microcolonias, causando una disminucion de la adherencia de las
células entre si y con la superficie como asi también un aumento de su movilidad,
lo que favoreceria en consecuencia el desprendimiento de bacterias de la estructura

del biofilm.>
Regulacion del proceso de formacion del biofilm

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de formacion del
biofilm estd complejamente regulado. Posiblemente, el mecanismo mas
ampliamente conocido vinculado a la construccién y maduracion de biofilms es el
sistema de Quorum Sensing.'® Este es un mecanismo de comunicacién celular
dependiente de la densidad poblacional a través del cual las bacterias regulan la
expresion de una gran variedad de genes relacionados con el control de diferentes
procesos celulares. Este es un mecanismo de regulacién dependiente de la
acumulacion en el medio ambiente de una molécula sefial, o un autoinductor, que
permite a la bacteria sentir la densidad de poblacién existente. En bacterias Gram
negativas el principal autoinductor es acilhomoserin lactona, mientras que en
bacterias Gram positivas el autoinductor suele ser uno o varios péptidos. Cuando
en el medio extracelular se acumula una suficiente cantidad del autoinductor, éste
activa un receptor especifico que altera la expresion de genes afectando a distintos

fenotipos.14

Ademas del quorum sensing, otros reguladores globales como CsrA en E. coli, CytR
de Vibrio cholerae, se ha demostrado que son determinantes importantes para el
desarrollo de biofilm de estas bacterias. En S. aureus, se ha demostrado que un
regulador global de virulencia denominado SarA es esencial para el desarrollo del
biofilm de esta bacteria. Como demostrd Plinio Lazaro en el 2010 resulta que un
regulador de virulencia es a su vez un regulador de la formaciéon del biofilm,

sirviendo de conexién entre ambos procesos??.

Finalmente, parece l6gico que la formacion de biofilm se produzca en respuesta a
las condiciones ambientales y por tanto que existan sistemas de fosfotransferencia

de dos-componentes (two-component systems) que transmitan la sefial ambiental
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al interior de la bacteria para adecuar la expresion de genes a la nueva situacion

ambiental.
Importancia clinica del biofilm

Los padecimientos en los que esta envuelto el biofilm son generalmente crénicos y
de dificil tratamiento, debido a que, como ya se mencion0, las bacterias en biofilm

son mas resistentes que las de vida plancténica.?!

Una gran cantidad de bacterias pueden vivir en complejos silentes, referidos como
biofilm, estas compactas asociaciones microbianas frecuentemente confieren
ciertas ventajas a la poblacion microbiana como lo son: resistencia a los antibioticos,
evasion de la inmunidad y resistencia en general a la agresion y cambios de su

medioambiente. 23

Hoy se sabe que mientras que las infecciones agudas pueden ser eliminadas por
antibioticos, las infecciones por biofiims normalmente no consiguen ser
completamente eliminadas, persistiendo en el huésped y produciendo episodios
recurrentes. Esto ocurre probablemente debido a que las bacterias del biofilm
pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los antibioticos que las mismas

crecidas en cultivos liquidos.?*

A continuacion se detallan algunas hipétesis que han sido planteadas para explicar

la resistencia bacteriana en biofilms:

1) La matriz producida y secretada por las bacterias sésiles actuaria como una
barrera de difusion fisica y quimica previniendo la penetracion de los antibioticos.
Asimismo, las matrices que generalmente se encuentran cargadas, funcionarian
como resinas de intercambio i6nico las cuales serian capaces de unir a las
moléculas grandes y con cargas correspondientes a los antibiéticos que intentan
alcanzar las células contenidas en ellas.

2) La presencia de enzimas capaces de degradar antibidticos como las B-

lactamasas quedarian inmovilizadas en la matriz del biofilm, de manera tal que




al difundir los antibi6ticos encontrarian en su camino a las enzimas que los
inactivarian con mayor efectividad.

3) El crecimiento de las bacterias, dentro de la estructura del biofilm, estaria
disminuido debido a la limitacion de nutrientes. Como consecuencia, los
antibiéticos serian menos efectivos ya que su actividad es mayor en células que
se dividen ripidamente. En ciertos casos el crecimiento lentificado estaria
asociado a la expresién de factores de resistencia.

4) Cambios fisiolégicos asociados con la transicion de las bacterias desde un estilo
de vida plancténico a sésil y la apariciéon de un fenotipo especifico de biofilm
podrian promover el desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia a los
antibidéticos.

5) Dentro de una poblacién bacteriana surgen subpoblaciones con distintos genes
gue no son operativos mientras no se produzca una eventualidad, la cual es
superada gracias a la activacion de estos genes. Dichas eventualidades incluyen
la aparicion de un nuevo producto toxico o la desaparicion de un nutriente

habitual.®
Métodos de diagndstico de ITUs

Un andlisis de orina se debe realizar siempre sobre la base de la necesidad médica,
con controles apropiados para diversas poblaciones clinicas y presentaciones;
deben ser determinados por el andlisis de costo/beneficio. La referencia para los
examenes de orina detallados deben incluir una descripcién adecuada del tipo de
muestra, y debe informar al laboratorio de la necesidad clinica con el fin de facilitar
la seleccion correcta de los procedimientos de examen vy la interpretacion de los

resultados.’

La guia europea de uroanalisis maneja las indicaciones médicas para el analisis de
orina, ya que las mediciones en orina pueden ayudar en el diagnostico de varios
parametros como el endocrino, metabdlico y enfermedades hereditarias, el
embarazo, drogas de abuso, etc.; la mayoria de los cuales no son tomados en

cuenta, ya que los estudios se centran principalmente en enfermedades de los
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rilones y tracto urinario, en la siguiente tabla podemos ver bajo qué casos esta

indicado el andlisis de orina.?®

Tabla 2.Indicaciones médicas para el uroanalisis

(1) La sospecha o seguimiento de los sintomas o situaciones que sugiere la posibilidad de una
infeccion del tracto urinario

(2) La sospecha o seguimiento de las enfermedades no infecciosas renal, ya sea primaria o
secundaria a enfermedades sistémicas, como las enfermedades reumaticas, hipertension,
toxemia del embarazo, efectos adversos de los farmacos

(3) La sospecha o el seguimiento de la enfermedad no infecciosa post-renal

(4) La deteccion de glucosuria de los grupos de pacientes especificos, por ejemplo, los individuos
hospitalizados por diversas emergencias médicas, o de mujeres embarazadas

(5) El seguimiento de sélo determinados pacientes con diabetes mellitus, por ejemplo, nifios en el
hogar, para detectar en la mafiana glucosuria y cetonuria, ademas de los niveles de glucosa en
sangre

(6) La deteccién o seguimiento de determinados estados metabdlicos, por ejemplo, los vémitos y

la diarrea, acidosis / alcalosis, cetosis, o la formacion recurrente de calculos urinarios

(7) European Urinalysis Guidelines

Es por esto que la recoleccion apropiada de orinas frescas deba tener el respaldo
de una técnica de laboratorio bien efectuada, para lograr un buen diagndéstico,
tratamiento y control del paciente. ’

Los métodos méas usuales para el diagndstico de procesos infecciosos de tracto
urinario son el EGO vy el urocultivo.

Examen general de orina (EGO)

El EGO es parte fundamental en el diagnostico uroldgico, constituye un examen de
facil ejecucion, de bajo costo, por lo que permite diagnosticar situaciones tales como
sindrome nefritico, infeccion urinaria, insuficiencia renal crénica, etc. Aunque no
permite establecer la etiologia o patogenia de la enfermedad, da una buena
orientacion general. Hay que tener en cuenta que puede ser normal en presencia

de enfermedad. Las premisas a tomar en cuenta en el examen es:

- Recoleccion apropiada para cada examen




- Orina fresca

- Sedimento y examen quimico completo 2°

Para que los datos del EGO sean precisos, es esencial que la orina sea examinada
dentro de las dos horas siguientes a su recoleccidon, se pueden usar fijadores o
preservativos adecuados, siempre y cuando se entiendan claramente sus efectos
sobre la orina y sobre los ensayos en ella realizados.” Este procedimiento se

compone de tres partes:

1) Un analisis macroscopico, en el cual la turbidez seria un marcador directo de la
cantidad relativa de elementos formes presentes en la muestra, mismos que
pudrieran indicar la presencia de microorganismos y/o la respuesta inflamatoria o
descamativa del huésped, por lo que es un parametro que indicaria una probable
ITU.

2) La evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas, donde la determinacion de
pH podria orientar hacia cierta patologias microbianas (pH alcalinos siguieren ITUs
urealiticas), asi como nitritos y esterasa leucocitaria, podrian indicar la presencia de

bacterias y su consecuente respuesta inflamatoria.

3) El examen microscépico del sedimento en campo claro o contraste de fases. Este
andlisis puede establecer mediante la observacion, el tipo y caracteristicas del
uroepitelio, la zona que pudiera estar desarrollandose el proceso de colonizacion
bacteriana. La presencia de bacteriuria tendra que ser semicuantificada y cobrara
importancia el determinar si esta presente en forma planctonica o esta en desarrollo
de vida comunitaria. También es de considerar la presencia de leucocitos y su
actividad o capacidad fagocitica (piocitos); la presencia de cristales amonicos
(fosfatos y uratos amonicos) puede sugerir infecciones por microrganismos
urealiticos; también el incremento de la proteina de Tamm Horsfall y su
polimerizacion, es un marcador de la probable presencia de estimulos inflamatorios

producidos en una ITU.%6




Urocultivo

El procesamiento del urocultivo exige el conocimiento previo de ciertos datos
concernientes a la muestra y al paciente. Es importante enfatizar de donde proviene
la muestra, para que el estudio pueda descartar o documentar una bacteriuria
significativa, y deberia incluir el cultivo cuantitativo de la orina, como asi también el

andlisis del sedimento y eventualmente la realizacion de tinciones especificas.?’

La siembra debe realizarse de orina sin centrifugar con un asa calibrada de 0.001ml
lo cual se traduce en que cada colonia estd compuesta de 1,000 UFC/mL, lo que

permitird obtener una estimacion semicuantitativa del desarrollo microbiano.?®

Existen numerosos medios de cultivo para sembrar una muestra de orina. La
eleccion del medio de cultivo debe contemplar el costo-beneficio, de modo de
elegir la opcién que permita la recuperacion de la mayoria de los patdégenos con el
menor costo posible. Para tal fin, se debe tener en cuenta que el 70-80% de los
urocultivos enviados al laboratorio resultan "negativos". El 85-90% de las
infecciones urinarias son producidas por enterobacterias, y los Gram positivos que
se aislan con mayor frecuencia son “enterococos” y “estafilococos”.?° En la tabla 3
se pueden resumir los objetivos del urocultivo segin la Guia Europea del

Uroanélisis.

Tabla 3. Los objetivos del cultivo de orina bacteriana

(a) Identificar los agentes etiologicos de la infeccion del tracto urinario, es decir,
los agentes patdgenos pertinentes

(b) Estimar la concentracién de bacterias

(c) Ofrecer pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

(d) Para seguir el tratamiento antimicrobiano durante el curso de la infeccion y/o

postratamiento

(7) European Urinalysis Guidelines

Finalmente la interpretacion del cultivo, resulta atil recordar cuales son las

posibilidades de éxito al asumir la presencia de una ITU cuando se relaciona el
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recuento de colonias con los sintomas. En 1956 Kass dio a conocer las cifras para
la valoracion del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) y su
interpretacion, los cuales son utilizados para establecer la existencia o no de ITU,
en funcion del numero de UFC/ml en el urocultivo realizado a partir de la orina
obtenida por miccién media directa o bolsa adhesiva, tras la limpieza cuidadosa con
aguay jabon de los genitales externos. Estas técnicas de recoleccion llevan implicita

la existencia de una contaminacion con flora bacteriana uretral, vulvar o prepucial.3°

e En paciente sintomatico, un solo cultivo urinario de un agente patégeno habitual
en las ITUs, con mas de 100.000 UFC/ml indica una probabilidad de infeccion del
80%. Si dos urocultivos presentan recuentos iguales o superiores a 100.000
UFC/ml del mismo germen, la probabilidad de infeccién es del 96%. Si son tres los
urocultivos con recuentos iguales o mayores a esta cifra, la probabilidad de
infeccion es del 99%.27

e Recuentos inferiores a 10.000 UFC/ml se consideran indicativos de contaminacion
fisiologica. 2°

e Los recuentos intermedios, mas de 10.000 y menos de 100.000 UFC/ml, se
consideran como sospechosos de infeccion y obligan a la realizacion de nuevas
determinaciones. ?°

« La ITU es habitualmente monobacteriana, por lo que urocultivos con dos 0 mas
gérmenes deben ser considerados como contaminados y no significativos, aunque

el recuento sea superior a 100.000 UFC/m|.?®

Durante mas de cuatro décadas las cifras de los criterios de Kass han constituido el
pilar de valoracién de todos los analistas, aun a pesar de que en bastantes
ocasiones no coincidian con la clinica. Estas discrepancias fueron el motivo principal
para que se iniciara un estudio a escala internacional en busca de una mejor
correlacion. A partir de 1992 y después de 8 afios de recogida de datos a cargo de
varios grupos internacionales, estas cifras han sido considerablemente modificadas
por el Comité de Expertos de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas.

En infecciones urinarias no complicadas los recuentos han descendido
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marcadamente, mientras que se mantienen para las infecciones complicadas, en

especial para los pacientes portadores de sondas (tabla 4).2°

La principal recomendacion para que estas nuevas cifras expresen todo su valor
predictivo, tienen que correlacionarse siempre con el numero de células
inflamatorias presentes en la orina (leucocituria). Ademas estas nuevas cifras se
ajustan mucho mas a la realidad clinica, aunque complican bastante la labor al
analista. Y mas que nunca una recoleccion adecuada de la muestra y la rapidez en

el andlisis, adquieren importancia trascendental. 3!

Tabla 4.Nuevo concepto de bacteriuria significativa

Modalidad clinica UFC/mL
Cistitis simple > 100
Cistitis hemorragica > 100
Cistitis recurrente > 100
Pielonefritis aguda > 1000
Prostatitis aguda Cualquier recuento de Enterobacterias
Bacteriuria asintomatica > 100.000
Infecciones complicadas > 100.000
Bacteriuria del catéter > 100.000

(29) Littlewood, J. M., S. I. Jacobs

Las bacterias uropatégenas en las infecciones urinarias no complicadas son muy
restringidas y homogéneas, corresponden en su gran mayoria (85-95% de los
casos) a cultivos puros (>90%) de bacilos gramnegativos (E.coli: 80-90%, P.
mirabilis: 5-10% y Klebsiella spp.:1-5%) y cocos grampositivos (S, saprophyticus 10-
15% y Enterococcus sp 1-3%). En cambio, los agentes etioldgicos de las infecciones
urinarias complicadas son mas variados e incluyen a bacilos gramnegativos, cocos
grampositivos y bacilos grampositivos. Mas de 30 especies microbianas se disputan
la supremacia o pueden encontrarse en los pacientes con infecciones urinarias

complicadas.??
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Planteamiento del problema

En paises desarrollados como Estados Unidos se calcula que las infecciones del
tracto urinario representan mas de 7 millones de consultas por afio, a un costo de
mas de $1 mil millones de délares. Hasta el 40% de las mujeres desarrollaran una
ITU al menos una vez en su vida y un numero significativo de estas tendran

infecciones recurrentes del tracto urinario.*

En el caso de nuestro pais las infecciones de tracto urinario son un motivo frecuente
de consulta médica en el primer nivel de atencion. Tanto que hasta el afio 2008 las
infecciones de tracto urinario ocupaban el tercer lugar de morbilidad dentro de las
20 principales causas siendo reportadas hasta ese afio 3,244 994 casos y
aumentando a 3, 971 240 para el 2011; y una incidencia que aumento6 de 3,041 a
de 3,636 por cada 100 000 habitantes del 2008 al 2011 respectivamente.
Encontrandose con una frecuencia mayor en mujeres con un 75.6%, comparado
con 24.6% en hombres; otros grupos susceptibles son las personas con diabetes,
las mujeres embarazadas y los ancianos desarrollan estas infecciones porque
situaciones como reflujo urinario problemas de vaciamiento, enfermedades de la

vejiga y de préstata, ademas de presentar la mas alta reincidencia. 3334

Actualmente los padecimientos en los que esta envuelto el biofilm son generalmente
cronicos y de dificil tratamiento, ya que estas asociaciones microbianas tienen
ciertas ventajas como son: resistencia a los antibiéticos, evasion de la inmunidad y

resistencia en general a la agresiéon y cambios del medio ambiente.?*

Pregunta central

¢El hallazgo de agregados bacterianos que sugieren cohesion por una matriz
en sedimento urinario es indicativo de la presencia de biofilm bacteriano al

interior del tracto urinario?
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JUSTIFICACION

La asociacion bacteriana y los factores de virulencia se conjuntan para el desarrollo
de comunidades basadas en el biofilm. Estas asociaciones bacterianas son de
importancia clinica porgue son causantes de la mayoria de los padecimientos

recurrentes.24

En la mayoria de los casos reportados de ITUs relacionados con la formacion de
biofilm esta relacionado con alguna forma de cateterismo, encontrandose biofilm
bacterianos en el 70% de las muestras (73% organismos Gram negativos, 27%
Gram positivos), el urocultivo de las muestra en las que fue detectado, el resultado
fue negativo; los biofilm bacterianos pueden existir en el epitelio de la vejiga, sin ser

detectado en muestras y sin dar lugar a sistemas.

Siendo el biofilm un mecanismo de resistencia probado en uropatdgenos y al estar
involucrado en infecciones asintomaticas, recurrentes o cronicas; hace de la
investigacién de biofilm un factor clave para el diagnéstico y tratamiento de ITUs; es
indispensable investigar y establecer métodos de diagndstico certeros y sobre todo
sencillos, que conlleven a reportar el hallazgo en una muestra comun, probando la

aparicion de biofilm en el sedimento.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar si el hallazgo de agregados especificos bacterianos en sedimento
urinario, son indicadores del desarrollo de Biofilm por uropatégenos en procesos

infecciosos del tracto urinario.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Determinar que los agregados bacterianos observados en sedimento urinario
presenten la cohesion de una matriz de exopolisacaridos, establecida como

componente de biofilm.

» |dentificar género y especie de los uropatégenos bacterianos implicados en la

formacion del biofilm.

* Encontrar la correlacion de la formacién de biofilm bacteriano en vias urinarias

con los distintos elementos formes encontrados en sedimento urinario.
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HIPOTESIS

La presencia de agregados bacterianos en sedimento urinario unidos por una matriz
de exopolisacéaridos, es indicativo de Biofilm por uropatégenos proveniente de tracto

urinario.




DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio
Analitico

Transversal
Definicion del universo de trabajo

Muestras de orina con caracteristicas macroscopicas de turbiedad, proporcionadas
por el Laboratorio del Hospital ISSSTE de la zona urbana de la ciudad de Puebla,

México.
Tamano de la muestra

Todas las muestras que en el desarrollo de la observacion del sedimento urinario
presenten estructuras tipo biofilm proporcionadas por el Laboratorio del Hospital
ISSSTE de la zona urbana de la ciudad de Puebla durante el periodo de mayo de
2013 a diciembre de 2013.

Tipo de muestreo
Muestreo intencional y discrecional.
e Criterios de seleccién

Todas las muestras proporcionadas por el Laboratorio del Hospital ISSSTE de la
zona urbana de la ciudad de Puebla que cumplan con los criterios de inclusion,

exclusion del manual de calidad del laboratorio.
e Criterios de inclusion

Muestras que provengan de la primera miccién de la mafiana
-Bacteriuria significativa (+++) y estructuras tipo biofilm
-50 ml como volumen minimo de muestra

-Contenedor estéril
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e Criterios de exclusion

-Muestras que representen una orina distinta a la primera de la mafana
-Muestras con un volumen menor a 50 mi

-Si provienen de un contenedor no estéril

-Muestras de pacientes que estén tomando antibiéticos

-Muestras de orina sin presencia de bacteriuria

e Criterios de eliminacion

-Muestras de orina con contaminacidon macroscopica y microscopica

e Definicion del grupo control

Se tendran dos controles:
-Negativo: Muestra con presencia de bacteriuria, pero con agregados
bacterianos ausentes.
-Doble negativo: Muestras de orina de un paciente sin bacteriuria y sin

agregados bacterianos.

Variables y definicion de variables

Variables Independientes | Variables Dependientes

Genero del paciente Bacteriuria
Edad del paciente Exopolisacarido
Género Presencia leucocitaria
y especie bacteriana pH urinario

Citolisis bacteriana
Tipo de uroepitelio
Cristaluria

Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

El manejo de los datos obtenidos se hara por medio de estadistica descriptiva y t

de student de datos pareados

25



DIAGRAMA DE TRABAJO

[ Pacientes que acuden a realizarse examen general de orina (EGO) ]

Criterios de inclusién/exclusién
para el EGO

A

[ Muestras que presenten aspecto turbio ]

y

Realizar el EGO

Fisico y quimico: quimica seca y refractometria
Microscopico: observacién de sedimento tefiido con
sternheimer-malbin

v v

Muestras con bacteriuria Muestras sin bacteriuria
significativa significativa
¢ * Evaluacién de filamentos
Muestras con agregados Muestra con bacteriuria de mucina y proteina
bacterianos sin agregados uromucoide

bacterianos

\ 4 v \ 4
Positivo a matriz de Negativo a matriz de Control Negativo a
biofilm. biofilm. , biofilm. .
Método: SYPRO® Ruby Matrix Stain de Método: SYPRO® Ruby Matrix Stain Método: SYPRO® Ruby Matrix
Invitrogen con microscopia de de Invitrogen con microscopia de Stain de Invitrogen con

fluorescencia fluorescencia microscopia de fluorescencia

| |
v

Cultivo e identificaciéon de Género
y especie

Metodo: Urocultivo y pruebas bioquimicas

A 4

Resultado

Andlisis estadistico de los
datos por t de student

y

[ Conclusion ]
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METODOLOGIA
Métodos y sus fundamentos
EXAMEN GENERAL DE ORINA (EGO)

El uroanalisis por definicion, se refiere solo al analisis quimico de la orina. Ademas,
al analisis per se es definidos coma la separaciéon o identificacion de los
componentes. Por lo tanto el analisis de orina puede adquirir un significado mas
amplio. En la practica, el analisis rutinario de orina incluye: (1) analisis macroscopico
qgue incluye la valoracion de las caracteristicas fisicas y quimicas (2) el andlisis

microscoépico de elementos formes.35:36

Una parte esencial del analisis de orina es la fase pre analitica, una muestra que
cumple los estdndares de calidad permite asegurar la congruencia del resto del

proceso.3’

La muestra para el examen general de orina, debe ser preferentemente la primera
de la mafiana, tomando la parte media y desechando el primer chorro, asi como la
Gltima parte de la miccién, con previo aseo de genitales. El paciente debera

permanecer sin tratamiento antibiético al menos 48 horas antes.

Para el proceso de la muestra esta debera ser analizada dentro de las posteriores
dos horas a la toma de muestra. Si esto es imposible mantener refrigerada la

muestra a 4 °C por no mas de 24 horas.38
Técnica de examen general de orina3®3°

Homogeneizar la muestra primaria en su contenedor original
Alicuotar aproximadamente al 90% (=8.0 ml) de un tubo de ensayo de 13x100
Inmediatamente desarrollar el examen macroscopico Y fisicoquimico

Centrifugar a una velocidad de 1500rpm (400 g), durante 3 minutos

o bk 0N PE

Una vez que se ha centrifugado decantar el 90% de orina del sobrenadante
(dejar =0.5 ml de orina residual)

6. Re suspender el precipitado, por agitacién manual

27



7. Se toman 50ul del re suspendido y se deposita en un portaobjetos

8. Adicionar 5pl del colorante Sterheimer-Malbin

9. Realizado este paso se procede a homogeneizar con el borde de un
cubreobjetos

10. Cubrir con un porta objetos de 22x22mm evitando la formacion de burbujas
11. Observar a 10x para garantizar el homogeneizado

12. Leer a 40x

13. Buscar la presencia de bacteriuria, biofilm o adherencia bacteriana
UROCULTIVO

La siembra debe realizarse de la orina sin centrifugar con una asa calibrada, lo que

permitira obtener una estimacion semicuantitativa del desarrollo cuantitativo.

Existen numerosos medios de cultivo para sembrar una muestra de orina. La
eleccion del medio de cultivo debe contemplar la relacién costo-beneficio, de modo
de elegir la opcidn que permita la recuperacion de la mayoria de los patdgenos con
el menor costo. En este caso se eligi6 la siembra de acuerdo a la observacion previa

del sedimento.?’

Este procedimiento ofrece la ventaja de cultivar el microorganismo en el medio méas
apropiado, tanto para su desarrollo, como para su caracterizacibn macroscopica,
por lo que posibilita orientar con mayor certeza el esquema inicial de identificacion.

La desventaja inicial de identificacion.*°

Técnica utilizada en urocultivo*!

1. Recolectar la muestra a chorro medio
2. Homogeneizar la muestra
3. Sembrar de forma cuantitativa tomando un asa calibrada d 0.001pl en

placas de agar sangre, agar Sal y Manitol y agar Mac Conkey
4. Incubar en estufa bacteriologica 24 horas a 37°C
5. Realizar identificacion
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Técnica de identificacion del género y especie.*!

1. A partir de las colonias aisladas realizar la identificacion de genero con

oxidasa y catalasa

2. Realizar tincion de Gram

3. Inocular las pruebas bioquimicas (TSI, LIA, MIO, Citrato, Urea)

4. Incubar 24 horas a 37°C

5. Leer pruebas bioquimicas

6. Comparar los resultados con las tablas y establecer género y especie

IDENTIFICACION DE BIOFILM

Hay una miriada de condiciones experimentales que favorecen la formacion de
biofilm. Como consecuencia de la diversidad de técnicas y de microorganismos
como objeto de estudio, ademas de la necesidad de reproducibilidad de los

experimentos entre distintos laboratorios.*®

Para el caso de esta investigacion el método elegido la tincion SYPRO® Ruby Matrix

Stain de Invitrogen. 42
Fijacion de la muestra

El primer paso es fijar la muestra, el protocolo disefiado para la fijacion fue el

siguiente:

1. Del sedimento previamente centrifugado y decantado se toman 50 pl

2. Con suavidad son depositados en un portaobjetos de manera circular, la muestra
se deja secar, protegido del aire

3. Se coloca el porta objetos en una estufa microbiolégica hasta que la muestra se
encuentre totalmente seca

4. Una vez seca, la muestra esta lista para su procesamiento
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Tincion
Una vez fija la muestra, el protocolo de experimentacion es:

1. Adicionar 200uL de la solucion para tincidon en la muestra de biofilm. Adicionar
muy suavemente para no alterar el biofilm. Agregue el colorante inmediatamente
antes de que el biofilm se seque

2. Incubar la muestra por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz
Enjuague la muestra gentilmente con agua destilada, remover todo el exceso de
colérate de la base del material de soporte

4. Observar utilizando objetivo de 40X

Fluorescencia de excitacion/emisibn maxima aproximada: 280, 450/610nm
Para este método los criterios de interpretacion son los siguientes:

Una muestra negativa, no presenta fluorescencia de ningun tipo, que se observa
obscuridad total del campo. Una muestra positiva se observa fluorescencia roja

abarcando el area que corresponde a la muestra positiva a la matriz del biofilm.

FilmTracer™ SYPRO® Ruby Biofilm Matrix Stain descrita por Ravaioli et al. (2012). A) Canal
verde. B) Canal rojo




Resultados y discusion

El presente estudio utilizé 513 especimenes urinarios de pacientes que acudieron
al Hospital ISSSTE de la zona urbana de la ciudad de Puebla, México. Dichos
especimenes fueron seleccionados por criterios de inclusion y exclusion
previamente descritos en el protocolo de investigacion. A cada espécimen de orina
obtenida de la porcion del chorro medio, se le realizd el estudio quimico y de
elementos formes del sedimento urinario. Del total analizados fueron seleccionados
60 especimenes con presencia de bacteriuria significativa (+ + + o mas) 2 en el
sedimento urinario, de los cuales 31 especimenes presentaban estructuras
sugerentes de biofilm (Ilamado grupo biofilm) y 29 especimenes con bacteriuria sin
estructuras sugerentes de biofilm (llamado grupo bacteriuria control). De la

realizacion del protocolo de investigacion se extraen los siguientes resultados:

Grafica 1: Distribucion de seleccion de muestras y género poblacional del

estudio
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La grafica 1 representa como la poblacién fue seleccionada, donde se partié de 513
muestra a partir de este punto el muestro se hizo intencional seleccionando las
muestras turbias que ascendieron a 260 muestras lo que se representa como el
100% con una distribucion de 68% (177 especimenes) para el género femenino y

32% (83 especimenes) de casos del género masculino para el estudio fueron
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seleccionadas 60 muestras para este estudio, con una distribucién por género
poblacional que presentd bacteriuria significativa, sugerente de ITU (+++ 0 ++++),
de 17.7% (46 especimenes) para el género femenino y el género masculino con
14% (14 especimenes) del total de muestras turbias, finalmente se seleccionaron
31 muestras con estructuras sugerentes de biofilm donde el género femenino
asciende al 9.6 % (25 especimenes) del total y el género masculino alcanza el 2.3%

(6 especimenes).

Lo que se encontré es aun cuando el fenbmeno pareciera no ser tan comun se
encuentra con una frecuencia del 11.9% de los casos de muestras turbias. Y cada
grupo conserva la tendencia de que el género femenino presenta con mayor

frecuencia turbiedad, bacteriuria y biofilm.

El género femenino suele presentar una relacién 3:1 con respecto del género
masculino de infecciones del tracto urinario (ITUs). Como se sefiala en el panorama
epidemioldgico de las infecciones de vias urinarias en México del 2008, el cual
sefala que la poblacion del género femenino presenta mayor incidencia con una
relacion de 4:1 con el 75.6% de los casos.®*%” Factores como la anatomia femenina
que presenta una uretra mucho mas corta que la del vardn, la cercania con el introito
vaginal y el ano, vida sexual activa, habitos de higiene, tipo de ropa interior,
frecuencia de miccion, habitos de hidratacién, indice de masa corporal elevado, son
las principales factores para el desarrollo para ITUs.**4 Ademas etapas como el
embarazo o postmeopausia; o condiciones fisiologias como obstruccion del flujo
urinario, traumas (cirugias uroldgicas, traumas abdominales, etc), reflujo

vesicoureteral, disfuncién vesical neurogénica son condicionantes para ITUs .49-51
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Panel 1. Muestras con agregados bacterianos candidatos a biofilm y muestras
marcadas por medio de la técnica de FilmTracer™ SYPRO® Ruby stain

1)

®

It

L)

.

e @

a) Muestras tefiidas con Sterheimer-Malbin, microscopia de campo claro. 40x

b) Muestra marcada con FilmTracer™ SYPRO® Ruby stain, microscopia de

fluorescencia observada en el canal Rojo y campo claro.

c) Muestra marcada con FilmTracer™ SYPRO® Ruby stain, microscopia de

fluorescencia observada en el canal verde y campo claro.
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Grafica 2. Positividad de bacteriuria con biofilm vs género poblacional.
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Los resultados expresan las medias poblacionales, (*) significa que existe diferencia estadisticamente significativa para una
*p 2 0.05 con respecto al grupo control. n control=29, n positivo=31

En el grafico 2 representa al 100% de las poblaciones con respecto al género con
bacteriuria control y biofilm. EI género masculino presentd 57.1% (8 especimenes)
para bacteriuria control y 42.9% (6 especimenes) para biofilm. El género femenino
desarrollo el 45.7% (21 especimenes) para bacteriuria control y 54.3% (25
especimenes) para biofilm. No se encontré diferencia significativa para bacteriuria
control, pero el género femenino presenta diferencia significativa (p=0.05) para
biofilm; dato indicativo de que las mujeres presentan predisposicion a ITUs
relacionadas con biofilm.

Actualmente no se ha encontrado evidencia bibliografica de estudios de biofilm en
poblacion ambulatoria no cateterizada, pero se sabe que si una bacteria forma
exitosamente biofilm la infeccién se trasforma en crénica,>38%8! |os datos de este
estudio puede equipararse epidemiolégicamente con las ITUs complicadas cuya
fisiopatologia incluye anormalidades hormonales, estructurales, metabolicas, de
inmunocompromiso, patégenos inusuales, entre otros.>*> Por lo que la diferencia
significativa del género femenino para desarrollo de biofilm correlaciona entre otros,
con lo encontrado en estudios como los de 2007 del Instituto Nacional de Salud de

Washington donde se establece a la mujer como el género mas comun en el que se
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presentan ITUs generalmente por razones anatémicas.>® En particular, de acuerdo
a la estadistica mexicana de prevalencia y factores de riesgo para ITU de 2011 se

encontré que el 75% de los casos de ITUs lo presentan las mujeres.®’

Diferentes situaciones que predisponen al género femenino a desarrollar este tipo
de patologias de manera recurrente, entre ellas: las anatomo-fisioldgicas,
conductuales y ademas la posibilidad de variabilidad genética como es estatus no
secretor de Rh; iniciando por el hecho de que las mujeres con infecciones
recurrentes de tracto urinario presentan una mayor adhesién vaginal y periuretral a
los uropatdégenos. Se ha sugerido la existencia de diferencias en la densidad o
expresion de los receptores como el TRL-4, uroplaquinas e integrinas a nivel de la
mucosa del tracto urinario lo que podria estar mediado, al menos en parte,
genéticamente.'?58-60 Afecciones que dificultan el vaciado de la vejiga urinaria,
fundamentalmente el cistocele y la incontinencia urinaria, como las alteraciones que
con mayor frecuencia se asocian a ITU en las mujeres postmenopausicas,® en
2009 se describid que los factores conductuales se consideran de especial
relevancia en las infecciones recurrentes que se dan en las mujeres
premenopausicas; el incremento del riesgo asociado con la actividad sexual se
relaciona por un lado con el efecto mecanico, que parece favorecer la entrada de
uropatégenos a la vejiga urinaria, y el método anticonceptivo utilizado. En este
sentido, la utilizacion de espermicidas se ha asociado con un mayor riesgo de
infecciones recurrentes, por el efecto deletéreo que ejercen sobre la microflora

vaginal favoreciendo la colonizacién por uropatogenos.®:

Estudios hechos en el Hospital Universitario de Granada en el 2013 describen los
cambios fisiolégicos en el embarazo que facilitan el desarrollo de infecciones de
tracto urinario por mecanismos como ; a) Los factores mecéanicos originados por el
crecimiento uterino provocan de forma progresiva el desplazamiento lateral del
uréter y la compresion de la vejiga, favoreciendo la aparicion de residuo
posmiccional b) la progesterona disminuye el tono y la contractilidad de las fibras
musculares lisas del esfinter ureterovesical y del uréter, favoreciendo el reflujo

vesicoureteral, estancamiento de la orina y migracion bacteriana ascendente; los
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estrogenos pueden inducir una hiperemia en el trigono favoreciendo la adherencia
de los uropatégenos al epitelio.?? La glucosuria y aminoaciduria durante el embarazo
son factores adicionales para el desarrollo ITU; dada la excrecion de glucosa
incrementa durante el embarazo hasta 100mg/dL por encima de los valores
biolégicamente aceptados. Debido a la resorcion alterada. Y la excrecion fraccional
de alanina, glicina, histidina, serina, treonina y se incrementa durante el embarazo.
El mecanismo de aminoaciduria selectiva es desconocida, aunque su presencia se

ha postulado para afectar a la adherencia de Escherichia coli para el urotelio.®3

Grafica 3. Positividad de bacteriuria control vs bacteriuria biofilm de
acuerdo a edad y género poblacional.
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Los resultados expresan las medias poblacionales, el *significa que existe diferencia estadisticamente significativa para una
*p = 0.05 con respecto al grupo control. n control=29, n positivo=31

El grafico namero 3 ilustra el promedio de edad en la que fue localizado el fenbmeno
de biofilm en los distintos géneros, se observa que para la bacteriuria control no hay
diferencia importante en la edad de aparicion que esta alrededor de los 50 afios. Sin
embargo para el desarrollo de biofilm la edad es un factor condicionante para el
género femenino, con un promedio de edad de 57 = 3.3 afios, lo cual representa
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al hombre que resulta ser

16 afios mayor, a una edad de 73 £ 5.4 afos.
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En la progresion de la vida es en mujeres jévenes y de mediana edad donde se dan
los primeros episodios de ITUs esto relacionado a la actividad sexual y habitos de
higiene*4, acumulando una prevalencia de 30 al 50% para mujeres menores de 50
afos. Después de esta edad se ha reportado que la frecuencia aumenta debido a
cirugias ginecolégicas, menopausia e incontinencia.®> Destacando la deficiencia
estrogénica, ya que al llegar a la menopausia el pH vaginal aumenta, la flora natural
se ve diezmada y esto permite la proliferacion de uropatégenos.®* Otros factores
que afectan a esta edad son el padeciendo de cistocele, el historial de cirugias
genitourinarias, el vaciamiento incompleto de la vejiga, la presencia de diverticulos
en vejiga y el estatus no secretor de factor Rh también son factores

predisponentes.5°66

Otro grupo susceptible en esta etapa de la vida son los pacientes diabéticos en los
gue se ha demostrado que la ITU es el proceso infeccioso mas recurrente, donde
signos como la glucosuria, el incremento de la adherencia bacteriana al uroepitelio
y defectos en la funcién inmunlogica son condiciones para ITUs;% donde las
concentraciones altas de glucosa en orina propician un medio de cultivo para los
microorganismos patdgenos.®® Los problemas inmunoldgicos incluyen una limitada
migracion inmunoldgica, la fagocitosis y quimiotaxis de los polimorfonucleares, y se
suman las complicaciones como cistitis y pielonefritis, asi como un aumento en la
severidad de las manifetaciones.® Los factores que incrementan la incidencia son
la edad, el control metabdlico y las complicaciones a largo plazo, tales como la
nefropatia y cistopatia. Las alteraciones del sistema inmune nato también

contribuyen.”®

Para el hombre la aparicion de ITUs se recorre a los extremos de la vida. El
padecimiento en adultos inicia alrededor de los 50 afios igualando su prevalencia
con el género femenino.”* En el 2008 las estadisticas de nuestro pais marcan una

incidencia que puede ir del 20% hasta mas del 50% de los casos.>’

La mayoria de los hombres con ITU tiene alguna anormalidad funcional o anatémica
del tracto genitourinario. La hipertrofia prostatica y el cateterismo son los mayores

predisponentes de infecciones.”? sin embargo la investigacion en este género es

37



escasa, pero se ha dicho que padecimientos predisponentes a una ITU incluyen
problemas de espina, de prostata, obstruccion del flujo urinario, caculos, reflujo
vesicouretral, diabetes tipo 2, cancer de vejiga o prostata, los cuales se vuelven

frecuentes con la edad y acrecentan el problema.”3

Tabla 5. Analisis fisico-quimico de grupo bacteriuria control vs. biofilm.

Determinacion Control Biofilm
Gravedad especifica 1.019 £ 0.03 1.017 £0.001
pH 59 +0.1 6.0 £0.1
Leucoesterasa (Cel/ul) 54.3 + 28.6 71.4+£23.2
Proteina (mg/dL) 43.8 £11.5 55.8+15.2
Sangre (Eri/ul) 23.3+125 1217
Glucosa (mg/dL) 200 40.96 + 40.96
Urobilin6geno (mg/dL) 0.2 £ 8.7x10Y/ 0.2 £8.7x10°Y/
Cetonas (mg/dL) 0.5+0.37 0.9+0.96
Billirrubinas 00 00
NitritoS (expresado en porcentaje de 40% 44.8%

frecuencia de aparicion)

Los resultados expresan las medias poblacionales, + es el error estandar de la media, el *significa que existe diferencia

estadisticamente significativa para una *p = 0.05 con respecto al grupo control. n control=29, n positivo=31.

La tabla muestra el analisis de los resultados obtenidos del examen fisicoquimico
de los grupos control y biofilm; donde los parametros no se presentan diferencias

significativas.

De acuerdo con la guia europea de uroanalisis los parametros obtenidos a través
de la tira reactiva que son asociados con las ITUs son la leucoesterasa y los nitritos
en las cuales un resultado positivo sumado a la evaluacion clinica permite el inicio
de un tratamiento empirico, en tanto el cultivo arroja resultados.”’# Sin embargo
para leucoesterasa se encontré6 que el grupo control registro un promedio de

54.3+28.6 (Cel/uL) y el 71.4 £ 23.1 para biofilm sin embargo no existe diferencia
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significativa. Caso similar con los nitritos que no presentan una diferencia
importante. Aunque sensibilidad de la combinacion de ambas pruebas puede variar
entre 68 y 88% en los diferentes grupos de pacientes, pero los resultados positivos

de la prueba deben ser confirmados mediante el urocultivo.’®

Grafico 6y 7. Analisis sedimento urinario de grupo de bacteriuria vs grupo
biofilm
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Los resultados expresan las medias poblacionales, el *significa que existe diferencia estadisticamente significativa para una
*p 2 0.05 con respecto al grupo control. n control=29, n positivo=31.

De acuerdo a la guia europea de uroanalisis donde se indica la forma de reportar lo
observado en el sedimento la grafica muestra los resultados obtenidos al observar
el sedimento urinario de los grupos control y biofilm; en el grafico 6 se observan los
aspectos que se analizan en magnitud de una a cuatro cruces; siendo una cruz
escaso, dos moderado, tres abundante y cuatro muy abundante, estos parametros
comprenden bacterias, filamento de mucina y se incluye biofiim que se ha
cuantificado en esta escala para equipararlo con la contabilizacién de bacterias. El
grafico 7 incluye los parametros cuantificables del sedimento urinario: leucocitos,

piocitos, eritrocitos, celularidad, cilindros y cristaluria. 2°:76

Aun cuando no existen diferencias significativas en ningan parametro, las
cuantificaciones de piocitos y leucocitos son resaltables porque se ha demostrado

gue aun cuando la respuesta inmune es desatada por el biofilm ya que se presenta
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la infiltracion leucocitaria, especialmente de polimormonucleares (PMN), que a
través de estructuras bien conservadas como los patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPSs) que las bacterias interactian con los receptores tipo Toll (o
Toll-like receptor TLRs) que permiten el reconocimiento entre el biofilm y los PMN.”’
El biofilm esta protegido de los antibidticos y del sistema inmunoldgico del cuerpo y
se sabe que hay diversos mecanismo detras de la resistencia al ataque de los
leucocitos tales como: la limitada penetracion y sus productos en el biofilm asi como
la supresion de su accion, la respuesta global de los reguladores y el quorum
sensing, la diminucion de la capacidad fagocitaria de las células del hospedero y los
cambios genéticos incrementan la resistencia del biofilm.’87° Esto porque la matriz
del biofilm forma una barrera entre los fagocitos y la colonia protegiéndola de las
defensas antimicrobianas, en el caso especifico de los macréfagos el biofilm puede
provocar la muerte o reprogramacion a una cepa de actividad antimicrobiana més
pobre. Otra relacién destacable es que las muestras de biofilm también presentan
bacterias de tipo plantonicas y segun estudios del 2013 describié que al
establecerse una comunidad de biofilm, las células planctonicas crecientes en el
tejido de los alrededores estan en proceso de pasar a una vida sésil y empezar a

producir una matriz de biofilm.8°
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Grafico 8. Semicuantificaciéon de biofilm y bacteriuria planténica en ITUs
puras y mixtas
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Los resultados expresan las medias poblacionales, el *significa que existe diferencia estadisticamente significativa para una
*p = 0.05 con respecto al grupo control. n control=29, n positivo=31.

Se muestra la proporcion en la que las muestras presentaron una cohesion probada
por medio de la técnica de FilmTracer™ SYPRO® Ruby stain; la escala utilizada es
de cero a cuatro cruces, y se ha pareado cada valor con la cantidad de bacterias
libres en el medio en la misma, ademas se divide en las muestras que mostraron
solo un patégeno (cultivo puro) y aquellas que presentaron cultivos con dos o mas

especies bacterianas (cultivo mixto).

La presencia de biofilm que se da en 2.7+£0.18 de magnitud en ITUs puras junto a
1.7+0.16 de bacteriuria planctonica; y en ITUs mixtas 2.3+0.24 de biofilm con
1.331£0.33 de bacteriuria platonica. Los grupos control presentaron bacteriuria
simple de 3.38t0.1 y 4.0+0.0 cruces para los cultivos puros y mixtos

respectivamente sin marca de matriz.

De este analisis hay dos puntos sobresalientes; el primero es que se presentaron
dos categorias en cuanto a los patégenos involucrados, los que presentaron solo
un patogeno lo que presentaron cultivos mixtos, bien sabido que por méas de cuatro
décadas, que los llamados criterios de Kass fueron utilizados como referencia para

el diagndstico de ITUs donde, para un paciente sintomatico un cultivo urinario de un
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agente patogeno habitual en las ITUs, con mas de 100.000UFC/ml indica una
probabilidad de infeccion del 80%. Y que urocultivos con dos 0 mas gérmenes
deberian ser considerados como contaminados y no significativos, aunque el

recuento sea superior a 100.000 UFC/m|.27:29:30

Sin embargo hoy en dia las infecciones polimicrobianas envuelven mdultiples
organismos que acttan colectivamente para facilitar la progresién de la infeccion. Y
aunque durante afios la mayoria de los tratamientos se enfocaron en la especie
dominante, otros microorganismos, incluidos los comensales, pueden influir
profundamente tanto en la respuesta a los antimicrobianos como en la virulencia.
Muy poco es lo que se conoce sobre el mecanismo molecular de las interacciones
entre bacterias durante este tipo de infeccion.®? En la investigacién del biofilm se ha
dividido el fenbmeno en: poblaciones microbianas mixtas y en mono poblaciones
microbianas ya que la existencia de una no descarta la otra. En el primer caso, los
organismos se consideran como una masa homogénea, biomasa, haciendo caso
omiso de las propiedades de las especies individuales, siendo la suma la que
determina los fenémenos observados. El segundo caso se concentra en las
propiedades y procesos de una especie microbiana haciendo caso omiso de la
influencia del medio ambiente mas amplio como otras especies microbianas, en esta
especie, siendo las condiciones del medio y la especie bacteriana las que

determinan en tipo de colonia se desallorrara.??

Al final el propésito de las colonias polimicrobianas es formar una comunidad en la
gue todas las especies se ha beneficiadas, por medio de interacciones microbianas
como: la comunicacion inter-especie a través de la difusion de sefiales como el
autoinductor-2 (Al-2) que es una molécula sefial derivada de ribosa producida y
percibida por multiples bacterias.?* Las familia de sefiales difusibles (DSF) que son
un conjunto de moléculas caracterizadas por ser acidos grasos con una instauracion
cis en la posicién dos.®> La retroalimentacion de metabolitos, que conjunta la
utilizacion de productos finales de una especie como materia prima de otra y las
interacciones antagonicas, de este modo las habilidades metabdlicas de las

distintas especies del biofilm se complementan unas a otras.?® Finalmente las
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interacciones dependientes del contacto entre bacterias durante la infeccion, que
particularmente en el caso del biofilm este sinergismo tiene como propdésito el
aumento de la biomasa y mejorar la tolerancia al antibiético;® entre los participantes
de estas interacciones se encuentran las fimbrias y pilis que tienen participacion en

la adhesidn célula- célula, los flagelos que participan en la adhesion inicial.®®

Grafico 9. Frecuencia de microrganismos aislados en los grupo control y
grupo biofilm.
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Se observan las especies bacterianas encontradas en el estudio, dividido en dos
grupos que suman 100% de manera independiente. Para ambos grupos la especie
predominante es Escherichia coli, con 65.5% y 87.1% para grupo control y biofilm
respectivamente, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie y Klebsiella
oxytoca se presentan en un numero similar alcanzando una media 12.9% en el
grupo biofilm, sin embargo para el grupo control estas especies se observan de
manera menos uniforme alcanzado en promedio 13.8% para Staphylococcus
aureus, 6.9% en el caso Streptococcus agalactie y 17.2% de casos con Klebsiella
oxytoca, se reportan tres especies mas, Enterobacter aerogenes, Enterobacter

aglomerans y Enterobacter cloacae, que para el grupo biofilm alcanzan un 3.2%




formando parte de cultivos mixtos, en cambio en el grupo control Enterobacter

cloacae presenta un 6.9% en cultivos puros.

Los patégenos involucrados en ITUs son variados, pero las especies predominantes
suelen ser E. coli (UPEC), Staphylococcus saprophyticus, el grupo B de
Streptococcus, Enterococcus fecalis, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Proteus sp. y
cuando hay interacciones interespecie entre estos organismos las consecuencias
suelen ser: infecciones persistentes, modulacion de la respuesta inmune por parte

del no-patogeno y la promocién de la infecciones por el patbgeno.®?

Esta parte de la discusién se centra en Escherichia coli, ya que es la especie
presente en la mayoria de los casos como especie planctonica y ha sido sefialado
como una especie capaz de formar asociaciones comunitarias para su exitosa
sobrevivencia, ya sea como un complejo puro o mixto alcanzado de un 70 a un 90%
de los casos de ITU,*82 descrito ampliamente por Costerton et al. desde 1995, E.
coli es una especie predominante entre las anaerobias facultativos ya que

facilmente prospera en ambientes caracteristicos de biofilm polimicrobianos.8:%0

El biofilm de E. coli es mas frecuente gracias a los distintos factores de virulencia,
los cuales son: al inicio de la infeccion flagelos, pilis tipo 1 y curli los que estan
involucrados en el anclaje y adherencia; el ser una bacteria movil es una ventaja en
las etapas iniciales, pero una desventaja para el mantenimiento del biofilm maduro
por lo que la expresion genética flagelar disminuye, ademas de que posee una
amplia variedad de sustancia como el acido colanico importantisima para la
formacién de la estructura tridimensional del biofilm, pero de igual forma pude
presidir de ella o sustituirla.®* En adicién las cepas formadoras de biofilm muestran
un aumento significativo en las produccion de hemolisina y fimbria tipo 1.2
Finalmente el proceso de dispersidon que es esencial para fomentar la migracién de
la bacteria a los confines del biofilm con el propdsito de colonizar nuevos territorios.
Aunque este proceso no se ha esclarecido totalmente en ninguna especie se ha
sugerido que en E.coli es un ciclo regulado, donde la expresion diferencial de los

genes de quitinasa promueven el desprendimiento de células del biofilm.%?
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En la clinica los datos estadisticos sefialan que aquella mujer que presenta ITU
recurrente se ha demostrado que el 74% de las cepas involucradas son capaces de
formar biofilm.2 Y en el caso del varén la formacién de biofilm puede resultar en el
incremento de la habilidad de las cepas de causar prostatitis aguda o prostatitis
secretora persistente y aunado ITUs recurrentes, resulta en una prostatitis
bacteriana crénica.®® De hecho ha sido reportado que el 63% de las cepas de E. coli
recolectadas de pacientes con prostatitis son capaces de formar biofilm, con
contraste con un 40% de las cepas provenientes de cistitis y pielonefritis.®* Esta

podria ser la razén de porque la prostatitis es tan dificil de erradicar.
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CONCLUSIONES

o El hallar de agregados bacterianos especificos en sedimento urinario tefiidos
con Sternheimer malbin evaluados por el marcaje de la técnica FilmTracer™

SYPRO® Ruby stain, lo que hizo posible evidenciar y reconocer biofilm.

o Escherichia coli es la especie que se presenta con mayor frecuencia en
especimenes con biofilm (87.1%) y especimenes que contienen bacteriuria
significativa (65.5 %).

o No se encontr¢ diferencia significativa entre los resultados obtenidos en el
examen fisico quimico o los elementos formes hallados en el sedimento
urinario de las poblaciones estudiadas y el hallazgo de biofilm, por lo cual no

hay correlacién alguna entre los mismos.
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