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Resumen

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las infecciones mas comunes en humanos a nivel
mundial. El principal agente etiolégico de estas infecciones, tanto en mujeres como en nifios es
Escherichia coli uropatogénica (UPEC). UPEC presenta diversos factores de virulencia y mecanismos
gue le permiten la adhesion, invasién y colonizacién del tracto urinario. Entre estos mecanismos, se ha
observado que UPEC es capaz de ingresar a las células uroepiteliales de la vejiga y formar una
comunidad bacteriana intracelular (CBI) o en algunos casos bacterias intracelulares aisladas (BIA).
Algunos autores han descrito a las CBI como formaciones bacterianas similares a los biofilms. El
presente trabajo tiene como objetivo general evaluar la capacidad de distintas cepas de UPEC,
pertenecientes a una coleccion de aislamientos clinicos, de formar CBI/BIA y biofilms en un modelo in
vitro, asi como evaluar el efecto de diferentes antimicrobianos sobre los mismos.

Ciento dieciséis aislamientos de UPEC provenientes de nifios con ITU que previamente fueron
evaluados en cuanto a la presencia o ausencia de CBI/BIA en células descamadas de orina y la
presencia de genes de virulencia, fueron analizados segun su capacidad de formar biofilm in vitro y de
infectar y formar CBI en células de cultivo T24. Diferentes antibioticos de uso clinico fueron evaluados
sobre los biofilms y CBls. En este trabajo no se encontré una relacién entre la capacidad de formar
biofilms y la presencia de CBI en orina, encontrdndose que el 41,4% de los aislamientos eran capaces
de formar biofilm y 36,3% presentaban CBI o BIA en células descamadas de orina. La formacion de
biofilm se asocié de manera significativa con la presencia de los genes papA, papEF y papGll, que
codifican para el pili P. De las 116 cepas de UPEC, 23 fueron evaluadas en su capacidad de invasion,
encontrandose que todas son capaces de invadir células uroepiteliales in vitro. La ausencia del gen
kpsMT K1y la capacidad de formar biofilm se asociaron significativamente con un porcentaje mas alto
de invasion. Respecto a los antibioticos, se encontr6 que de los analizados en este trabajo, la ampicilina
fue el Unico que no fue capaz de disminuir el biofilm in vitro y que la azitromicina, ciprofloxacina y
ceftriaxona fueron capaces de disminuir el porcentaje de invasion en células T24.

Como conclusién, el estudio de estos mecanismos y el efecto de los antimicrobianos sobre el biofilm y
las CBI permitiran mejorar el tratamiento empleado en ITU recurrentes, asi como buscar otras opciones

terapéuticas.



1. Introduccion

1.1 Infecciones del tracto urinario

Dentro de las infecciones mas comunes que afectan al ser humano se encuentran las infecciones del
tracto urinario (ITU), las cuales se definen como la presencia, crecimiento y multiplicacién de
microorganismos en el tracto urinario, causando inflamacién con la aparicion de sintomas y signos
(Nicolle, 2002). Se estima que alrededor de 150 millones de personas por afo sufren esta patologia
(Gonzalez et al., 1999; Stamm et al., 2001). Las ITU pueden clasificarse segun el sitio de infeccion:
alta si la infeccidn afecta los rifiones, o baja si afecta solamente la vejiga. Se les denomina pielonefritis
y cistitis respectivamente. A su vez, pueden clasificarse en complicadas y no complicadas. Las no
complicadas suelen afectar a individuos sanos y que no poseen ninguna anormalidad en el tracto
urinario. Las ITU que se clasifican como complicadas se definen como ITUs asociadas a factores
relacionados a anormalidades funcionales y anatémicas en el tracto urinario o un sistema inmune
deficiente (Rueda, 2002). Dentro de estos factores se encuentran la obstruccion urinaria, la
inmunodepresidn, falla renal, transplante, embarazo y la presencia de dispositivos externos como la

cateterizacion, entre otros (Hooton, 2012; Tice, 1999; Rueda, 2002).

La incidencia de las ITU es elevada en todo el mundo. Se estima que el 40% de las mujeres y el 12%
de los hombres experimentaran al menos un episodio de ITU en su vida. A su vez un cuarto de las
mujeres con esta afeccién tendran recurrencia dentro de los proximos 6 a 12 meses. En nifios la
recurrencia es del 20-40% en los 12 meses siguientes al primer episodio (O"Hanley, 1996). En Uruguay
los datos epidemioldgicos de ITU son escasos. En el afio 2007 el nimero total de ingresos al Hospital
Pediatrico Centro Hospitalario Pereira Rossell (HP-CHPR) por ITU fueron de 294 y en el 2008 de 210,
constituyendo el 2% de todos los ingresos, siendo la mayoria nifios menores de 2 afios (EIl CHPR en

cifras. 2007-2008. Datos aportados por el Laboratorio de Bacteriologia del HP-CHPR).

La mayoria de los patégenos responsables de las ITU son bacilos entéricos Gram negativos, siendo
Escherichia coli uropatégena (UPEC) el principal agente etioldgico en los casos de ITU no complicada

(75%), seguido de forma variable por microorganismos como Proteus spp y Klebsiella pneumoniae,



entre otros (Caggiani et al., 2002; Alonso et al., 2001; Robino et al., 2014a). En los pacientes con ITU
complicadas, E. coli sigue siendo el agente predominante (figura 1) pero disminuye su frecuencia
relativa, aumentando el nimero de casos por otros microorganismos como Klebsiella pneumoniae y
Enterococcus spp (Flores-Mireles et al., 2015). E. coli es el patdgeno predominante en todos los rangos

etarios (Alonso et al., 2001).
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Figura 1. Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario. Principales agentes etiol6gicos causantes de ITU
para (A) no complicadas y (B) ITU complicadas. Tomado de Flores-Mireles et al., 2015

1.2 Escherichia coli uropatogénica

E. coli es un bacilo Gram negativo, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Esta presente tanto
en la microbiota intestinal de los seres humanos y animales como en el ambiente, presentando una
gran variabilidad genética y fenotipica. Esta gran variabilidad le permite tener la capacidad de colonizar
variados ambientes pero también de adquirir factores de virulencia que le permiten desarrollar diversas
infecciones. Segun los factores de virulencia que posea, se clasifican en 3 grupos principales: E. coli
comensal, E. coli patdgeno intestinal y E. coli patdbgeno extraintestinal, EXPEC (Kaper et al., 2004;
Russo et al., 2000). Las EXPEC son capaces de colonizar el tubo gastrointestinal pero también de
diseminarse y colonizar otros sitios en el hospedero causando infecciones extraintestinales. Dentro de
este grupo se encuentran las E. coli uropatogénicas (UPEC) que son capaces de generar ITU. Si bien
las UPEC comparten un gran nimero de factores de virulencia que le permiten generar una ITU, no se
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ha definido un Gnico perfil de virulencia (Russo et al., 2002; Brzuszkiewicz et al., 2006). Para definir a
un aislamiento de E. coli como UPEC, Jhonson et al. proponen la presencia de 2 o mas de los
siguientes genes de virulencia: papA, papC (que codifican para pili tipo P), sfa/focDE (codifican para
las fimbrias S y Dra), afa/draBC (adhesinas afimbriales), iutA (sider6foro aerobactina), y kpsMTII

(cépsula de tipo Il) (Jhonson et al., 2003).

1.3 Factores de virulencia

Los factores de virulencia se pueden clasificar en los siguientes grupos (Barber et al., 2016):
Los que estan asociados a la adhesién y colonizacion del tracto urinario.

Los que producen dafio en el hospedero: factores secretados por UPEC y componentes de la
superficie bacteriana.

Los que permiten la captacion de hierro.

Los que estan relacionados con la evasion de la respuesta inmune.

En la siguiente figura se esquematizan los diferentes factores de virulencia asociados a UPEC:
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Figura 2. Factores de virulencia de UPEC y su interaccion con el hospedero. Principales factores de virulencia
relacionados a la adquisicién de hierro, secrecién de toxinas y adhesion e invasion. Tomado de Barber et al., 2016.



1.3.1 factores de adherencia y colonizacion.

La adherencia es el factor clave en el proceso de una ITU. Dependiendo del éxito de esta etapa, y de
las interacciones que se realicen entre UPEC y el hospedero, el patdgeno sera exitoso en la
colonizacion o sera eliminado. En el caso de UPEC, diversos tipos de adhesinas reconocen receptores
en el epitelio de la vejiga, que a su vez también median la colonizacién. Existen dos tipos de adhesinas,
las proteinas monoméricas que se encuentran en la superficie de la bacteria (adhesinas afimbriales) y
las que forman parte de un complejo proteico asociado a fimbrias (Chahales et al., 2015).

Existen diversas formas de clasificar los distintos tipos de fimbrias. Una de ellas se basa en la
capacidad de las fimbrias de aglutinar eritrocitos en presencia o ausencia de manésidos (manosa
resistente 0 manosa sensible) (Duguid et al., 1979; Old, 1972). Otra forma de clasificar es de acuerdo
a la maquinaria de sintesis. Segun esta clasificacion existen al menos 5 tipos de fimbrias (también
denominados pilis): fimbrias de la familia de las chaperonas (CUP), adhesinas curli, fimbrias tipo IV y
fimbrias asociadas a los sistemas de secrecion Il y IV (Waksman et al., 2009).

Los CUP son organelos de adhesién presentes en la superficie de muchas bacterias Gram negativas.
Esta via de las chaperonas es un sistema de secrecidn bacteriano altamente conservado que media
el ensamblado de las fimbrias en la superficie bacteriana mediante un sistema de translocacion de
proteinas (Kline et al., 2010; Wurpel et al., 2013). Ademas de facilitar la interaccion con el hospedero,
los CUP son capaces de promover interacciones bacterianas favoreciendo la formacién de biofilms
(Vallet et al., 2001). Se han descrito en el genoma de UPEC 38 operones que codifican para CUP,
pudiendo una misma cepa codificar hasta 12 fimbrias tipo CUP diferentes (Wurpel et al., 2013). Cada
tipo de fimbria presenta en su extremo distal un tipo de adhesina distinto que reconoce receptores
especificos. Esto le da la capacidad de asociarse a un tipo de célula o de epitelio, como puede ser la
vejiga o el epitelio renal (Wright et al., 2006). Dentro de las fimbrias mas estudiadas se encuentran las

fimbrias tipo 1 y las fimbrias P.

Las fimbrias de tipo 1 se clasifican como manosa sensibles. Son complejos proteicos tubulares de 0,2
a 2 um de largo. Se componen de una proteina estructural mayor (FimA) y en su extremo distal se
encuentran varias proteinas menores de adhesion donde se encuentra la adhesina FimH (figura 3).

FimH media la unién a las uroplaquinas, integrinas (alfa 3 y beta 1) y al receptor TLR4 (“Toll-like
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receptor 4” que forma parte de la inmunidad innata), los cuales se encuentran presentes en todas las
células uroteliales (Hahn et al., 2002; Zhou et al., 2001; Eto et al., 2007; Mossman et al., 2008). FimH
ademas de mediar la adhesion de UPEC al urotelio, estaria implicado en la internalizacion de las
células del epitelio de la vejiga. Esta internalizacion ocurre mediante endocitosis, la cual es iniciada por
la activacion de una cascada de sefiales que activa las Rho GTPasas, lo que produce un
reordenamiento de los filamentos de actina en la célula epitelial y permite la entrada de la bacteria
(Hultgren et al., 1985; Mulvey et al., 1998; Martinez et al., 2002). Estos pilis participan también en la
formacion de biofilms (Barber et al., 2016). Diversos estudios gendémicos realizados en distintas cepas
de UPEC indican que son genéticamente muy diversos y que la gran mayoria de estas cepas expresan
fimbrias tipo 1, desencadenando la misma respuesta en el hospedero (Brzuszkiewicz et al., 2006; Lloys
et al., 2009; Norinder et al., 2012).

Las fimbrias P, codificadas por los genes pap (“pyelonephritis-associated pili”’), estan presentes
ampliamente en las cepas de UPEC que causan pielonefritis. Son codificadas a nivel cromosémico por
un cluster de 11 genes pap localizados en islas de patogenicidad (Lane et al; 2007). Se clasifican como
manosa resistentes y se adhieren a los residuos Gal(a1—4)Gal presentes en la membrana de los
eritrocitos humanos del grupo sanguineo P y en las células uroepiteliales (Lane et al., 2007).
Estructuralmente estan compuestos por 1000 copias de la proteina mayor, PapA, que forman una
estructura rigida la cual se conecta con una punta flexible constituida por pocas copias de la proteina
PapE y PapF, y la adhesina PapG en el extremo distal (figura 3). Entre las tres variantes estructurales
de papG que existen, papGll se asocia con bacteremia y pielonefritis en humanos mientras que papGilll
se asocia con cistitis en humanos e infecciones urinarias en perros y gatos (Johnson et al., 1998; Tseng
et al., 2001; Johnson et al., 2000). Al unirse la fimbria P a su receptor, la ceramida es removida,
actuando como antagonista de los receptores TLR4. Esto lleva a la produccion de citoquinas
proinflamatorias y quemoquinas (interleuquina-6 y CXCL8) y al reclutamiento de neutréfilos. A pesar
de que estos mecanismos son favorables en la detencion de la infeccién en las primeras etapas, luego
es capaz de producir dafio tisular y complicaciones renales, contribuyendo con la patologia de la

infeccion (Fischer et al., 2007; Bergsten et al., 2005).
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=" PapA (-1,000) ) FimA

Figura 3. Esquema de los pilis P (a) y tipo 1 (b) representados por los sistemas Pap y Fim, respectivamente. Los
ndmeros indican el nimero de copias de cada subunidad del pili. PapD y FimC: chaperona unida a la dltima
subunidad que serda incorporada al pili. E: espacio periplasmico, P: periplasma. Tomado de Waksman et al., 2009

Existen otras fimbrias menos estudiadas pero que también cumplen una funcién importante en la
patologia de la ITU. Dentro de estas se encuentran la fimbria S/F1C, que media la adherencia
bacteriana al urotelio y a los glicolipidos de las células endoteliales (Hanisch et al., 1993; Malagolini et
al., 2000); la fimbria curli que promueve la adherencia a las células epiteliales (Kai-Larsen et al., 2010);
las fimbrias Dr que poseen un rol fundamental en la unién a las células renales; y las proteinas
afimbriales AFA, asociadas a favorecer las ITU recurrente y/o cronicas (Nowicki et al., 2001; Le

Bouguenec, 2005).

1.3.2 factores secretados por UPEC y componentes de la superficie bacteriana.

Dentro de la patologia de las ITU, los factores que la bacteria secreta tienen un papel importante. Estos
son la alfa hemolisina A (HlyA), el factor citotoxico necrotizante (CNF1) y el lipopolisacarido (LPS) que

si bien no es secretado, se encuentra en la pared de las bacterias.
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La alfa hemolisina A (HIyA) es una toxina, que forma poros en la membrana de las células eucariotas,
presente en el 50% de las cepas de E. coli causantes de pielonefritis aguda. Esta asociada al dafio en
el epitelio, principalmente en el renal, produciendo dafio endotelial y la vasoconstriccion renal. HlyA
induce la muerte de la célula endotelial mediante la activacion de proteasas proinflamatorias
denominadas caspasas (Caspasa-1/Caspasa-4) lo que lleva a la exfoliaciéon de la célula urotelial. Si
bien este proceso favorece la remocion de las bacterias adheridas a su superficie y de las que se
encuentran a nivel intracelular, también seria un paso importante para la invasion de UPEC a capas
mas profundas del urotelio con el desarrollo de reservorios quiescentes de bacterias intracelulares

(QIRs) (Bien et al., 2012; Laestadius 2002).

La toxina CNF1 es producida por algunas cepas de UPEC, principalmente las que producen
pielonefritis. Actlia sobre las GTPasas de la familia Rho y estimula la reorganizacion de las fibras de
actina favoreciendo la entrada de E. coli a la célula. Estudios in vitro también han demostrado que
CNF1 interfiere en la fagocitosis mediada por polimorfonucleares y estimula la apoptosis de la células

uroteliales (Mills et al., 2000; Miraglia et al., 2007).

El LPS es una molécula anfipatica anclada a la pared bacteriana de las bacterias Gram-negativas a
través del lipido A. Es ampliamente conocido el rol del LPS en modelos de sepsis estimulando la
respuesta inmune en el hospedero. El LPS actlla como un patrén molecular asociado a patégenos
(PAMP) activando la proteina de membrana TLR 4 siendo el casico antagonista del mismo. A través

de este receptor, el LPS activa de forma inmediata la liberacion de TNF y IL-1 (Backhed et al., 2001).

1.3.3 factores que permiten la captacion de hierro.

Los factores de adquisicion de hierro son fundamentales para la supervivencia y colonizacién del tracto
urinario tanto para las cepas de E. coli patdgenas como no patdgenas. El ambiente en la vejiga es
limitado en la cantidad de hierro por lo que para sobrevivir y multiplicarse en la orina, los uropatégenos
emplean sistemas de sideroforos para recolectar hierro del ambiente. Los sideréforos son sistemas

compuestos por la maquinaria de montaje, un sideréforo que se une al hierro y un receptor de
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membrana que internaliza el hierro unido al sider6foro (Caza et al., 2013). E. coli puede producir hasta
4 tipos de sideréforos: aerobactina, yersiniobactina, enterobactina y salmochelina, siendo los 2
primeros los mas importantes para la colonizacion del tracto urinario. La aerobactina es de alta
expresion, estable a pH bajos y es mas eficiente al unirse al hierro, captando mas que la enterobactina.
La yersiniobactina es un factor importante en la formacion de biofilms en orina y posee la capacidad
de proteger contra la muerte intracelular por estrés. Se ha descrito que la aerobactina y la
yersiniobactina jugarian un rol importante en la invasion de UPEC a la célula epitelial (Garcia et al.,

2011).

1.3.4 factores vinculados con la evasiéon del sistema inmune.

UPEC presenta varios factores que actian evadiendo o atacando al sistema inmune. Ademas de las
téxinas mencionadas anteriormente, algunas UPEC extraintestinales presentan también una capsula
compuesta por polisacaridos similares a los que se encuentran en la célula del hospedero,
denominados antigenos capsulares K. De esta forma es capaz de evadir la respuesta inmune. Existen
4 grupos de capsulas, las cuales a su vez se clasifican en varios subtipos. Las capsulas mas frecuentes
son las del grupo Il, dentro de este la capsula K2, que permite resistir a la muerte mediada por el
sistema del complemento y la K5, que protege a la bacteria de la unién a los neutrdéfilos inhibiendo la
fagocitosis. (Buckles et al., 2009; Subashchandrabose et al., 2015). Existe un subtipo de capsula que
estaria implicado en la formacién de comunidades bacterianas intracelulares (CBI) que es laK1, siendo

responsable de la morfologia de la CBI. (Anderson et al., 2010).

Dentro de los mecanismos empleados por la bacteria para evadir el sistema inmune y resistir a los
diferentes antimicrobianos se encuentran la capacidad de formar biofilms y de invadir las células

epiteliales para formar CBI.

1.4 Formacién de biofilms.

Los biofilms se definen como el agregado de una o mas especies microbianas, que se encuentran

adheridas a una superficie biética o abiética pero también entre ellas. Estas comunidades microbianas
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estan incluidas en una sustancia organica denominada matriz extracelular polimérica (EPS,
“extracellular polymeric substances”), compuesta por agua, polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y otros biopolimeros. A través de las interacciones intercelulares, tanto quimicas como fisicas,
junto con las propiedades de la matriz extracelular hacen que el estilo de vida de los biofilms sea
claramente distinto al de las células bacterianas de vida libre o planctonicas (Costerton et al., 1999;

Rabin et al., 2015).

(iii)

(iv)

Figura 4. Etapas de la formacion del biofilm. (i) Adhesién reversible a la superficie de las bacterias planctonicas.
(ii) Adhesion irreversible a la superficie. (iii) Formacion de la matriz extracelular (EPS) y de las microcolonias. (iv)
Maduracion. (v) Dispersion del biofilm. Tomado de Soto, 2014.

Los biofilms presentan cinco etapas en la formacién (figura 4):

1.4.1 (i) Adhesidn reversible a la superficie de las bacterias plancténicas.

La adhesion de las bacterias a la superficie esta mediada por factores no especificos como tension
superficial, hidrofobicidad y fuerzas electrostaticas y factores especificos que incluyen varias
estructuras de la superficie celular bacteriana como fimbrias, flagelos, proteinas de membrana externa,
lipopolisacéaridos y EPS (Donlan et al., 2002). El proceso de adhesidn inicial suele ser reversible,
permitiendo de esta forma que las células puedan desprenderse de la superficie en caso de que

cambien las condiciones (Nadell et al., 2008).
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1.4.2 (ii) Adhesidn irreversible a la superficie.

Luego del primer contacto de las células a la superficie, algunas de ellas comienzan a adherirse de
forma irreversible a la superficie. En el caso de E. coli, la adhesion irreversible es mediada por las
fimbrias tipo 1, fimbrias curli y el antigeno 43, una proteina de membrana que favorece las interacciones

interbacterianas dentro del biofilm (Danese et al., 2000; Beloin et al., 2008).

1.4.3 (iii) Formacién de la matriz extracelular y de las microcolonias.

Una de las caracteristicas distintivas de los biofilms, es la produccién de una matriz extracelular, la cual
comienza a producirse a mayor escala en la etapa anterior y en esta le permite al biofilm adquirir mayor
volumen y colonizar la superficie. La principal funcién de la matriz es proporcionar adhesion entre
células bacterianas, permitiendo asi la formacion de un biofilm de varias capas. También tiene un rol
protector, de comunicacion, mantiene la hidratacion del biofilm y por lo tanto permite la entrada y salida
de nutrientes y desechos. La matriz producida por E. coli se compone de celulosa, poliglucosamina y
acido colonico (Agladze et al., 2005; Serra et al., 2013). En esta etapa ocurre una mayor multiplicacion

celular formando microcolonias.

1.4.4 (iv) Maduracion

La maduracién ocurre una vez que el biofilm adquiere un mayor volumen, llegando a presentar una
estructura tridimensional, presentando diferentes arquitecturas. La produccién de EPS conlleva a que
los biofilms maduros no se presenten como monocapas homogéneas de células microbianas sobre
una superficie (Donlan et al., 2002), sino que por el contrario, son capaces de desarrollar una
arquitectura compleja, que comunmente incluye microcolonias en forma de "hongo", rodeadas de
matriz extracelular y separadas entre si por canales que permiten la circulacion de fluidos (O'Toole et
al., 2000). Al formarse estas estructuras, se genera un gradiente diferencial de nutrientes, pH, agua y
temperatura dentro del biofilm, por lo que las células adquieren un fenotipo distinto a su contraparte

plancténica.
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1.4.5 (v) Dispersion.

La dispersion celular se da en la ultima etapa del desarrollo del biofilm, permitiendo a la bacteria
diseminarse y colonizar otra superficie. La dispersion es una etapa importante para una gran variedad
de especies ya que favorece la transmision del medio ambiente al hospedero, entre hospederos e
incluso dentro del mismo (Kaplan et al.,, 2010). Varios estudios determinaron que la molécula
mensajera di-GMP ciclico cumple un papel importante en la dispersién del biofilm. En E. coli esta
molécula afecta la produccion de EPS, la formacion de biofilm, el fenotipo de las bacterias y la movilidad

tipo swimming (Mendez-Ortiz et al., 2006).

En la bibliografia se ha descrito que las bacterias dentro de los biofilm presentan proteccion frente a la
respuesta inmune del hospedero, siendo resistente a la fagocitosis y teniendo mayor resistencia a los
antibidticos que las bacterias planctonicas. La resistencia a antibioticos en los biofilms ha sido
ampliamente estudiada en los Ultimos afios, donde se sugiere que es adaptativa y reversible ya que la
bacteria recupera la susceptibilidad cuando retorna al estado plancténico (Keren et al. 2004). La
resistencia puede ocurrir por diversos mecanismos como la difusion diferencial del antibiético a través
de la matriz, la inactivacion del antibiético por cambios en el pH y en la concentracion de iones y por la
inactivacion metabolica en las bacterias del biofilm, viéndose favorecida la transmision horizontal de
genes. El nivel de resistencia depende de la etapa de formacién del biofilm siendo las bacterias méas

susceptibles en la etapa inicial (Soto, 2014).

1.5 Formacion de comunidades bacterianas intracelulares.

En los dltimos afos, el estudio de la patogenia de UPEC llevo al descubrimiento de la capacidad de
invadir las células uroepiteliales. Una vez que UPEC invade la célula epitelial, es capaz de formar
estructuras similares a los biofilms, denominadas comunidades bacterianas intracelulares (CBI) o
puede persistir en el interior celular como reservorio bacteriano quiescente intracelular (QIRs)

(Anderson et al., 2003; Mulvey et al., 2001).
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La principal via de internalizacion de UPEC involucra un proceso dependiente de actina y microtibulos
mediado por el pili tipo 1, donde la adhesina FimH se une a la uroplaquina e integrinas que se
encuentran en la superficie de las células sombrilla del urotelio (Wright et al., 2007). A su vez FimH
induce rearreglos en los filamentos de actina mediante la activacion de la familia de las GTPasas RHO
(como las de la familia Rac) que induce la endocitosis de la bacteria (Eto et al., 2007). Una vez
internalizadas, las bacterias pueden ser expulsadas de las células mediante exocitosis. Uno de los
principales mecanismos de defensa de las células uroepiteliales depende de los receptores TLR-4. El
LPS de las bacterias activa estos receptores, que estimulan la produccién de AMP ciclico, lo que induce
la exocitosis de UPEC dentro de vesiculas (Song et al., 2009). Con el fin de ser evitar ser expulsada

de la célula, UPEC es capaz de ingresar al citoplasma y multiplicarse formando CBI.

Mulvey et al. y Schwartz et al. han descrito la dinamica de la formacion de CBI en un modelo murino,
donde primero se forma la CBI temprana a las 6 hs luego de la infeccién, constituida por una agrupacion
de bacterias cocoides. En las siguientes 6 hrs la CBI se expande agrupandose de forma mas compacta
(CBI intermedio). A las 16 hrs las bacterias se desprenden de la CBI tardia y adoptan una morfologia
filamentosa, pudiendo emerger de la célula hospedero (Mulvey et al., 2001, Schwartz 2011). La
bacteria en la luz vesical puede invadir nuevas células de la superficie del epitelio e iniciar un nuevo
ciclo de formacion de CBI. El proceso inflamatorio, incluyendo el reclutamiento de polimorfonucleares,
estimulan la apoptosis y la exfoliacion de las capas mas superficiales del urotelio, dejando al
descubierto las capas mas profundas. Esto permitiria el acceso de UPEC a los tejidos y su persistencia
(Schwartz et al., 2011). En la figura 5 se esquematiza el proceso de invasion y formacion de CBI en el

epitelio de la vejiga.
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Figura 5. Invasion y formacion de comunidades bacterianas intracelulares en la célula urotelial. La unién de la
adhesina FimH en el extremo distal de los pilis tipo 1 con las cadenas polisacaridicas de los receptores de
uroplaquina 1 (UP1a) o integrinas a3/B1 estimulan re arreglos en el citoesqueleto de actina de la célula vesical y
la internalizacion de UPEC. Las bacterias pueden ser expulsadas fuera de la célula hospedero o quedar dentro de
endosomas o lisosomas tempranos. Dentro de la célula urotelial UPEC puede permanecer como reservorio
quiescente intracelular (QIR), protegidos de las defensas del hospedero y de los antibiéticos. La replicacion
bacteriana esta limitada por una densa red de filamentos de actina a nivel de las células inmaduras. En las células
maduras en sombrillas, la red de filamentos de actina esté localizada en la membrana baso lateral, por lo que
UPEC puede escapar al citosol y replicarse formando comunidades bacterianas intracelulares (CBI). Una vez en
el citosol, puede emerger al exterior celular, adoptando incluso una morfologia filamentosa y reiniciar un nuevo
ciclo de invasion. Las bacterias también pueden ser eliminadas por exfoliacién celular o una vez fuera de la célula
mediante la miccion. Tomado de Barber et al., 2016.

La formacion de CBI es un mecanismo comin en los aislamientos clinicos de UPEC y ha sido
observado en varios ensayos con ratones. En humanos, Rosen et al. y Robino et al. describieron la
presencia de CBI en células epiteliales descamadas en orina proveniente de pacientes con ITU aguda

(mujeres y nifios respectivamente) (Rosen et al., 2007; Robino et al., 2014).

De manera alternativa, UPEC es capaz de establecer un QIR enlas células uroepiteliales transicionales
subyacentes. Los QIR consisten en 4 a 10 bacterias en estado no replicativo rodeadas de membrana

y de F-actina, pudiendo mantenerse viable por meses (Flores-Mireles et al, 2015).

La capacidad de E. coli de invadir las células uroteliales podria ser responsable de la aparicién de
recurrencias entre otras cosas por resistencia a la respuesta inmune del hospedero y la escasa
penetracion de los antibidticos al espacio intracelular. Las Infecciones del tracto urinario recurrentes
(ITU-R) pueden ocurrir por el mismo microorganismo o por cepas diferentes. En los casos de
reinfeccion por el mismo microorganismo éste puede provenir de la microbiota intestinal o
recientemente se propone podria provenir de reservorios vesicales CBI/ QIRs (Mysorekar et al., 2006;

Hooton, 2012).

1.6 Antibidticos empleados para el tratamiento de ITU.

Uno de los principales desafios en el tratamiento de las ITU, es el alto porcentaje de resistencia que
presenta UPEC a los antibiéticos mas cominmente usados para el tratamiento de las mismas. Se
entiende por resistencia antimicrobiana la capacidad de un microorganismo de multiplicarse en

presencia de determinado antibi6tico. Existen diferentes mecanismos de resistencia utilizados por las
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bacterias: destruccion o inactivacion enzimatica, cambios de la permeabilidad en la membrana vy
alteraciones en el sitio blanco (Gomez et al., 2008). Los mecanismos como la capacidad de formar
biofilm y comunidades bacterianas intracelulares también le confieren a UPEC la capacidad de
sobrevivir a los diferentes tratamientos con diferentes antimicrobianos. En los Gltimos afios se ha
reportado un aumento de diferentes mecanismos de resistencia en bacterias uropatdgenas circulando

en la comunidad (Cullen et al., 2013; Velez et al., 2014).

Los principales grupos de antibidticos empleados para el tratamiento empirico de las ITU por bacterias

Gram negativas son los betalactamicos, quinolonas y aminoglucdsidos.

Las quinolonas actdan inhibiendo enzimas (topoisomerasas) que participan en la sintesis de ADN.
Poseen actividad bactericida dependiente de la concentracion. Su uso abarca una amplia variedad de
infecciones, como tratamiento de eleccion o alternativo, tanto a nivel hospitalario como
extrahospitalario. Se clasifican en primera, segunda, tercera y cuarta generacion (Leyva et al., 2008;
Oliphant et al., 2002). El principal mecanismo de resistencia cromosémico a las quinolonas se debe a
la acumulacion de mutaciones en los genes que codifican para la enzima girasa y topoisomerasa IV.
También son de origen cromosémico la sobreexpresion de bombas de eflujo y el aumento de la
impermeabilidad bacteriana, que también le brindan a la bacteria la capacidad de ser resistente. En lo
ultimos afios se han descrito mecanismos de resistencia transferibles asociados principalmente a
plasmidos. El primero descrito fue la resistencia por enmascaramiento del sitio blanco que corresponde
a una proteina codificada por el gen gnr. Esta codificado en un plasmido transferible, dentro de un
integrén de clase 1 (Tran et al., 2002; Tran et al., 2005). Otro de los mecanismos de resistencia es el
mediado por la inactivacion enzimatica. El gen responsable del mismo es el aac(6’)-lb-cr que es una
mutacion del gen aac(6')-Ib que confiere resistencia a aminoglucdsidos. Por este motivo, la presencia
de este gen le confiere a la bacteria la capacidad de resistencia a dos grupos de antibioticos distintos
(Robicsek et al., 2006). Por ultimo, las bombas de eflujo transferibles también brindan altos niveles de
resistencia, siendo codificadas por los genes ogxAB y gepA (Yamane et al., 2007). Dentro de los
antibiéticos empleados para ITU, las quinolonas, como la ciprofloxacina, han sido ampliamente usadas
en casos de patégenos intracelulares, por su capacidad de ingresar a las células del hospedero

(Easmon et al., 1986; Schentag, 1989).

20



Los aminoglucoésidos actian sobre la subunidad 30S del ribosoma bacteriano e inhiben la sintesis
proteica. En la actualidad, aunque pueden usarse solos en las infecciones urinarias, se utilizan
fundamentalmente en combinacion con betalactamicos en infecciones graves por bacilos Gram
negativos. Solo pueden usarse por via parenteral ya que son nefrotdxicos y ototoxicos (producen la
elevacion de la urea y la creatinina, y alteracién de neuronas sensitivas, respectivamente). Entre los
mecanismos de resistencia adquirida se encuentran la modificacién enzimatica de la molécula, siendo
este el mas comun de todos. Luego la disminucién de la concentracién del aminoglucésido mediante
bombas de eflujo, mutacion de la subunidad ribosomal 30S y metilacion del sitio de union (Molina et

al., 2009; Palomino et al., 2002).

Los betalactamicos, que actlian inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana,
constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Son
compuestos de accion bactericida lenta, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen
terapéutico. Estos antibidticos pueden ser utilizados en combinacidbn con inhibidores de

betalactamasas, el principal mecanismo de resistencia en enterobacterias (Suarez et al., 2009).

La resistencia a este grupo de antibidticos puede ocurrir por varios mecanismos: la presencia de
enzimas modificadoras (betalactamasas), la disminucién de la permeabilidad y la presencia de bombas
de eflujo y la alteracion del sitio blanco de accién (principalmente en bacterias Gram positivas). La
produccién de betalactamasas es el mas importante y frecuente en la familia Enterobacteriaceae y
consiste en la hidrdlisis del anillo beta-lactamico. Esto implica que, dependiendo del perfil de la enzima
involucrada, puede ocurrir hidrélisis enzimética de penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes
(Paterson et al., 2005). Las betalactamasas se clasifican en tres grupos de enzimas: cefalosporinasas,
serin-betalactamasas y metalo-betalactamasas (Bush et al., 2010). Las cefalosporinasas son enzimas
gue actdan principalmente sobre las cefalosporinas, pudiendo ser tanto cromosémicas como
plasmidicas (Bush et al., 2010). En el grupo de las serin-betalactamasas se incluyen las penicilinasas,
gue poseen un espectro reducido, betalactamasas de espectro ampliado (BLEA) como TEM-1, TEM-2
y SHV-1y las betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Existen muchas familias en este ultimo

grupo de enzimas, dentro de las cuales se encuentran CTX-M, OXA, variantes de TEM-1 y TEM-2,
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entre otras (Bradford, 2001). Por ultimo, las metalo-betalactamasas generalmente son producidas con
otras betalactamasas. Hidrolizan carbapenems y si bien no son inhibidas por el acido clavulanico o

tazobactam, son inhibidas por quelantes de iones (Bush et al., 2010).

En Uruguay los primeros reportes de BLEE son de los afios 90. Se documenté la presencia de las
enzimas PER-2y TEM 116 en cepas de Escherichia coli enteropatdégena (EPEC) (Vignoli et al., 2005).
También se identificé la enzima CTX-M-2 en aislamientos de K. pneumoniae, encontrandose en un
integrén complejo de clase 1 (Vignoli et al., 2006). En el afio 2006 se detectaron cepas de E. coli
portadoras de la betalactamasa de espectro extendido CTX-M15 asociada a la enzima aac(6’)Ib-cr que
confiere resistencia a aminoglucésidos y a fluoroquinolonas en cepas provenientes de aislamientos
fecales de pacientes internados en cuidados intensivos (Cordeiro et al., 2006). En los Ultimos afios las
BLEE del grupo CTX-M han sido las detectadas con mayor frecuencia en aislamientos de
enterobacterias produciendo infeccién, seguidas por las derivadas de bla SHV (Garcia-Fulgueiras et
al., 2011). En E. coli, bla CTX-M-15 asociado a la enzima aac(6’)Ib-cr es el mecanismo de resistencia

predominante, tanto en nifios como en adultos (Bado et al., 2016).
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2. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general evaluar la capacidad de distintas cepas de UPEC,
pertenecientes a una coleccion de aislamientos clinicos, de formar CBI/BIA y biofilms en un modelo in

vitro, asi como evaluar el efecto de diferentes antimicrobianos sobre los mismos.
Los objetivos especificos son:

Evaluar la capacidad de distintos aislamientos clinicos de UPEC de formar biofilms sobre una superficie
abidtica.

Estudiar el efecto de algunos antibiéticos sobre las bacterias formando biofilms.

Analizar la formacion de comunidades bacterianas intracelulares en cultivos celulares a partir de una
coleccion de aislamientos clinicos de UPEC.

Estudiar el efecto de antimicrobianos sobre las comunidades bacterianas intracelulares.
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3. Materiales y meétodos.

3.1 Cepas bacterianas.

Las cepas de E. coli empleadas en este trabajo pertenecen a la colecciéon de aislamientos obtenidos
de muestras de orina de pacientes pediatricos con ITU del Centro Hospitalario Pereira Rossell

obtenidas durante el periodo de junio a noviembre del 2012.

Los 116 aislamientos fueron estudiados en un trabajo previo (Robino et al., 2014a) donde se realiz6 la
caracterizacion mediante la busqueda por PCR multiplex de distintos factores de virulencia
caracteristicos de UPEC asi como la determinacion de grupos filogenéticos. Los factores de virulencia
analizados fueron afa (adhesina afimbrial Dr), papA, papC, papEF, papGll (genes relacionados al pili
P), fimH (pili tipo 1), sfa/FocDE (fimbria), kpsMII (capsula tipo Il), iutA (sideréforo aerobactin) (Robino

et al., 2014a).

Las muestras de orina fueron ademas analizadas previamente por microscopia laser confocal en busca
de la presencia de nichos intracelulares en las células descamadas de la vejiga y clasificadas segun la
presencia de comunidades bacterianas intracelulares (CBI) o bacterias intracelulares aisladas (BIA)
(Robino et al, 2014b). El perfil de resistencia para cada cepa fue determinado empleando el sistema
Vitek 2 compact systems (bioMérieux, Marcy-I’ Etoile, France). La interpretacion de los resultados de
la concentracion inhibitoria minima (CIM) se realizd siguiendo las recomendaciones del Instituto de

Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI 2015) (Robino et al, 2014b).
Las cepas fueron conservadas en caldo Luria-Bertani y glicerol (20%) a -80°C y recuperadas en Luria-

Bertani agar e incubadas a 37°C. Previo a cada ensayo se realizaron cultivos en medio liquido LB

durante 24 o 48 hs dependiendo del ensayo.
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3.2 Lineas celulares y condiciones de cultivo.

La linea celular T24, proveniente de carcinoma de epitelio de transicion de vejiga humana (ATCC HTB-
4), que se empled para los ensayos, fue mantenida en medio DMEM completo conteniendo 4.5 g/L de
glucosa, 110 mg/ml de piruvato de sodio, 4 mM de L-glutamina y suplementado con 10% de suero fetal
bovino y antibidtico/antimicotico (Gibco). La linea celular fue cultivada a 37°C, 5% de CO2. Entre los
experimentos, la linea celular fue mantenida a -80°C en medio DMEM suplementado con SFB 20% y

DMSO 10%.

3.3 Capacidad de formar biofilm de la coleccion de cepas de UPEC de origen clinico.

La cuantificacién de biomasa del biofilm de cada cepa se realiz6 por la técnica de cuantificacién por
cristal violeta en placas de microtitulacién de 96 pocillos. Este procedimiento consiste en realizar un
cultivo de las cepas en las placas de 96 pocillos con 200 pl de LB a 37°C por 48hs, para permitir la
formacion del biofilm, que se da en la superficie del pocillo. El inéculo bacteriano empleado fue el
mismo para todas las cepas con el fin de poder comparar y clasificar las mismas, que corresponde a
20 pl de cultivo bacteriano de 24 hs a 37°C en 180 pl de LB fresco.

A las 48hs se eliminan las bacterias planctonicas, retirando el medio y lavando tres veces con 200 pl
de PBS. Luego se procede a agregar 200 pl de cristal violeta durante 15 minutos y se lava
posteriormente con PBS de forma de retirar el exceso del mismo. El cristal violeta que queda retenido
en el biofilm y en la matriz extracelular es solubilizado mediante el agregado de 200 ul de etanol 95%.
La cuantificacion se realiza a través de la medida de la densidad optica a 590 nm (DO) por
espectrofotometria empleando el equipo Varioskan™ Flash Multimode Reader, esto permite obtener

una medida semi-cuantitativa de la cantidad de biomasa del biofilm.

Segun Villegas (2013) la formacién del biofilm se puede clasificar segun la DOc que corresponde a la
absorbancia en el pocillo control o blanco sin bacterias. La clasificacion establece los puntos de corte
en DO <DOc= no formadora; DOc<DO < (2xDOc) = débil; (2 x DOc) <DO =< (4 x DOc) = moderada; y

(4 x DOc) <DO = fuerte.
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Para E. coli la clasificacién usada se detalla segin se muestra en la tabla 1. Cada ensayo se realizo

por triplicado y dos veces de manera independiente.

Tabla 1. Valores de la absorbancia de acuerdo a la clasificacion
para la formacion de biofilm.

Clasificacion DOc=0,21 Valores
No formador DO=DOc =0,21
Débil formador DOc=D0O=2xD0c 0,21<x=0,42
Maoderado (2xDOc)=DO=(4x DOC) 0,42=x=0,84
Gran (4xDOc)<DO >0,84

3.4 Evaluacion de la expresion de FimH y fimbria P.

La expresion de la fimbria tipo 1, FimH, se realiz6 mediante la técnica de hemaglutinacion. Para esto
las bacterias se cultivaron en 20ml de caldo LB incubado a 48 hs a 37°C estatico. Pasado dicho tiempo
se tomaron 1.5 ml del cultivo y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se

descartd y se resuspendié el pellet en 0.5 ml de PBS.

Por otro lado, se prepararon glébulos rojos a partir de sangre de conejo. 3.5 ml de sangre se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos a 10°C. El suero sobrenadante fue descartado y se
resuspendieron suavemente los glébulos rojos con igual volumen de PBS. Esto se volvié a centrifugar
en las mismas condiciones, y se prepard una suspension de globulos rojos al 3% en PBS. La

suspensién fue empleada en el momento.

Al momento de realizar el ensayo, en una placa de hemaglutinacion de vidrio de 12 pocillos, se
mezclaron 50 pl de glébulos rojos al 3% y el mismo volumen de suspension bacteriana y se colocé en
agitacion leve. Para evaluar la expresion de fimbria P se realiz6 el mismo procedimiento pero
previamente se incubaron las suspensiones bacterianas con d-manosa al 1% en PBS durante 10 min
a temperatura ambiente. El resultado obtenido se lee como positivo cuando hay acumulos de glébulos

rojos y negativo cuando no se observa ningiin cambio. Cada ensayo se realizé por duplicado.
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3.5 Efecto de los antibiéticos sobre las bacterias formando biofilms.

La técnica empleada es la anteriormente descripta en el punto 3.3 con algunas modificaciones. Luego
de la formacion del biofilm durante 48 hs se adicionan distintas concentraciones de antibiético dejando
un control sin antibidtico en la misma placa. La cuantificacion del biofilm bajo el efecto del antibidtico
se realiz6 luego de 24 hs de incubacién. Los valores obtenidos con y sin antibiético se compararon y
evaluaron estadisticamente. Los antibiéticos evaluados fueron ampicilina, cefalotina, ceftriaxona,
ceftazidime, amikacina y ciprofloxacina. Estos representan a los tres grupos de antibiéticos mas
comunmente usados: betalactdmicos, aminoglucdsidos y quinolonas (ver tabla 2). Cada ensayo se
realiz6 por triplicado y dos veces de manera independiente. Los resultados se compararon usando el

test estadistico de Mann-Whitney y se consideré significativo cuando el valor p < 0,05.

Tabla 2. Antibidticos, mecanismos de accidn y concentraciones empleadas

Concentraciones probadas

- (ng/ml)
Concentracion en
Antibidticos Familia Mecanismo de accidn orina (pg/ml) 1 2 3
Ampicilina Beta-lactamicos Inhibicidn de la sintesis =1000 300 500 1000
Cefalotina de la pared celular 1200 1600 2000
Ceftriaxona 500 1000 1500
Ceftzidime 500 1000 1500
Amikacina Aminoglicdsidos  Inhibicidn de la sintesis
de proteinas 170-1720 500 1000 2000

Ciprofloxacina Quinolonas Inhibicion de la

replicacign de ADN 2 2 3 5

La concentracidn del antibidtico en orina corresponde a la encontrada en el paciente luego de recibir una dosis
terapéutica via oral del mismo

3.6 Andlisis comparativo de la expresion de genes de resistencia a beta-lactdmicos en bacterias

plancténicas y en biofilms.

PCR en tiempo real fue el método utilizado para comparar la expresion de dos genes de resistencia a

beta-lactamicos, blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9, en condiciones de biofilm y bacterias plancténicas.

Las dos cepas que presentaban estos genes fueron cultivadas por 48 hs a 37°C en placas de
poliestireno de 6 pocillos (Greiner CELLSTAR) en 5 ml de LB. Pasado este tiempo se cambio el medio

a LB suplementado con 500 y 1500 pug/ml de ceftriaxona por otras 24 hs, dejando un control sin
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antibiotico. Las células planctonicas fueron removidas y se conservaron en 1 ml de RNA later (Ambion).
Las células adheridas (biofilm) a la superficie del pocillo fueron lavadas con PBS para eliminar cualquier
célula no adherida. Luego se despego el biofilm de forma mecanica con el uso de un scraper y se

agrego 1 ml de RNA later para conservarlo.

A partir de los cultivos descritos anteriormente se procedi6 a la extraccién de ARN total en la condicion
biofilm y planctonica empleando el kit comercial PureLink RNA mini kit (AMBION), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ARN total fue tratado con DNAsa | (Invitrogen) con el fin de remover
cualquier contaminacion con DNA genomico. La cuantificacibn del ARN fue realizada con el
espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo) y el DNAc fue sintetizado a partir de 8 ng de RNA puro usando
random primers y la transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase) de Invitrogen de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La reaccién consistio
en incorporar la siguiente mezcla a los tubos tratados con DNAsal; 1,6 pl de random hexameros, 1,0
pl de dNTPs (100mM), 4,0 ul de 5X First-Strand Buffer, 2,0 ul de DTT (0,1M), 1,0 ul de RNAsa OUT
(Inhibidor de RNasa Recombinante) (400 un/ul) y por ultimo se incorporé 1,0 ul de la enzima M-MLV-
RT. El ADNc obtenido se cuantificé mediante el espectrofotdmetro Nanodrop, se realizaron diluciones

1:4 y se conservé a -20°C hasta su uso en las reacciones de PCR en tiempo real.

A partir del ADNc se evalué la expresion de los genes de resistencia mediante PCR Real time. Los
cebadores para el PCR real time fueron diseflados para amplificar el gen CTX-M-9 (forward:
GCGACAATACCGCCATGAAC; reverse: TAAGCTGACGCAACGTCTGT) y el gen CTX-M-2 (forward:
AAAACCGGCAGCGGAGATTA; reverse: CTGCTCCGGTTGGGTAAAGT). Como gen de referencia
fue utilizado el gen rpoA, que codifica para la proteina ribosomal 50S L29 (Steyert et al. 2012). Las
amplificaciones se realizaron en placas de 96 pocillos (Bio-Rad Laboratories™, EU) utilizando el kit
comercial SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™) y los cebadores especificados
anteriormente. La mezcla de reaccién consistio en 2 uL de ADNc (diluido previamente 1/4), 1,8 ul de
cada cebador 10 mM, 4,4 ul de H20 libre de ARNasas y 10 pl del Mix SYBR Green PCR Master.

En cada corrida se incluyeron controles negativos (sin ADN) y un estandar para cada gen a evaluar y
el gen de referencia. El estdndar se realiz6 mediante diluciones seriadas 1/4 del ADNc de una muestra

escogida al azar. Esta curva permite que el software (Bio-Rad CFX Manager 2.1; Bio-Rad
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Laboratories™) pueda calcular el threshold o umbral y la eficiencia de reaccién. El programa de ciclado
empleado fue el siguiente: un ciclo de 2 min a 50°C, 15 min a 95°C y 40 ciclos de 15 sa 94°C, 30 s a
60°Cy 30sa72°C. El ciclo umbral (Ct) de cada gen fue normalizado con el Ct del gen rpoA amplificado

de la muestra correspondiente.

Los datos obtenidos del termociclador fueron analizados empleando el software del equipo (Bio-Rad
CFX Manager 2.1; Bio-Rad Laboratories™). Los resultados se expresaron como el aumento relativo
de los niveles de ARNm empleando la formula 2-AACt (Livak et al., 2001). La media se calcul6 para
tres réplicas independientes, y se compararon mediante el test de Studen’t. Cuando el valor p < 0,05

se consideré significativo.

3.7 Eleccién de cepas para ensayos de invasion y formacion de CBI en cultivo celular.

Las cepas a evaluar fueron elegidas segun la clasificacién previa de acuerdo a la presencia o ausencia
de CBI/BIA en células descamadas de orina (Robino et al, 2014). Ademas fue tomado en cuenta que
las cepas presentaran la mayor variabilidad posible de factores de virulencia y que fueran

preferiblemente sensibles a los antibiéticos ensayados. Las cepas seleccionadas se muestran en la

tabla 3.
Tabla 3. Cepas de UPEC seleccionadas para evaluacion de la capacidad de formar CBI in vitro
Grupo Sensibilidad

Cepa CBI BlA  filogenetico  afa sfaffoc  KPSMII K1 K5 papA  papC iutA FimH CNF ATB
7 + B2 - + + + - - - - + - TODO®
145 + A + + + - + - - + + - TOoDO®
38 + ND ND ND ND - ND ND ToDo®
121 + D - - - ND ND ND ND + ND ND TODG®
155 + B2 + + + + + - TOoDO®
198 + D - - - - - - - - ND ND TODO®
208 + D - - + ND ND - - - ND ND TODO®
221 + D - - + + - + + + + - TODO®
230 + Bl - - - ND ND - - - ND ND TODO*
13 + D + + + - - - + + - NAL®
144 + B1 + ND ND - - - ND ND ToDo®
173 + A + + + . . T0D0°
182 + + ND ND - - - ND ND TODO*
156 + B1 + ND ND . . . ND ND ToDo®
30 - - D + + + + + TODO®

95 - - B2 + + + + + + + - AK'
172 - - B2 + + + + + + + - TODO?
174 - - B2 + + + ND ND + + ND ND ToODO®
191 - - B2 + + + + + + + ToDO*
194 - - B2 + + + + + - TODO®
226 - - B2 + + + + + + - TODO*
234 - - B2 - + + + - - - + + TODO®
237 - - A - - - ND ND - - - ND ND ToODO®

CBl= comunidad bacteriana intracelular; BIA= Bacterias intracelulares aisladas; ND=no determinado; ATB= antibiotico; 5= sensible; 1= intermedio; R=
resistente; NAL= dcido nalidixico; AK=amikacina
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3.8 Formacion de comunidades bacterianas intracelulares en modelos in vitro.

3.8.1 Preparacion de cultivos celulares.

La linea celular T24 fue cultivada en botellas de cultivo de 25 cm? con 5 ml con medio DMEM completo
hasta tener un ~80% de confluencia. El medio se descarto y previo lavado con PBS Ca/Mg, se levanté
la monocapa con 1 ml de tripsina-EDTA 1x (Gibco) incubando por 5 min a 37°C. Luego de desprendidas
las células, se agreg6 DMEM completo para neutralizar la accion de la tripsina. En una placa de

microtitulacién de 96 pocillos colocamos la dilucién de células para tener en cada pocillo 5 x10° células.

3.8.2 Preparacion de suspensién bacteriana.

Cada cepa fue cultivada en tubos Falcon con 20 ml de caldo LB a 37°C por 48 hs estatico,
encontrandose en la fase estacionaria del crecimiento. Para calcular la concentracion bacteriana se
procedié a medir la densidad Optica al espectrofotometro. Previamente se determiné que una DO a
600nm de 1.5 corresponde a una concentracion bacteriana de 1 x10° UFC/ml y se realiz6 una dilucién
1/10 de la suspensidn bacteriana para bajar un orden. La misma fue centrifugada a 10.000 rpm durante
10 min a 4°C y el pellet resuspendido en 1 ml de PBS. Luego de una segunda centrifugaciéon por 10
min a 10.000 rpm el pellet se resuspendié con DMEM. Para los ensayos se coloco una suspension de

bacterias de 7,5 x106 tal para obtener 15 bacterias por célula (MOI=15).

3.8.3 Ensayo de invasion en células T24

Una vez preparada la monocapa de células (3.8.1) y la suspensién bacteriana se procedio a retirar el
medio DMEM completo y lavar con PBS Ca/Mg las células, para agregar a las mismas la suspension
de bacterias en DMEM suplementado con 10% de SFB descomplementado. ElI suero
descomplementado evita que el sistema del complemento reconozca a la bacteria y que de esta forma
se inhiba la adhesion. El cultivo con las bacterias se incub6 por 2 hs a 37°C. Transcurrido dicho tiempo,
se retir6 el DMEM con bacterias, se realizaron lavados con PBS y se adicion6 DMEM con 10% de SFB

con 100 ug/ml de gentamicina. Esto elimina todas las bacterias que no hayan entrado a las células.
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Luego de incubar 2 hs a 37°C se elimina el medio de cultivo nuevamente y se realizan tres lavados con
PBS con Ca/Mg. Posteriormente se agrega medio de cultivo celular con 10 ug/ml de gentamicina y se
incuba a 37° por 18 hs. Por ultimo, se retir6 el medio y luego de los lavados con PBS se adiciond triton
0,4% por 30 min, que lisa las células y libera las bacterias intracelulares. De cada pocillo se realizan
diluciones 1/10 y se siembran en placa de LA mediante el método de la micro-gota. El método de la
micro-gota consistié en sembrar una gota de 10 ul de cada dilucién en la placa de agar. Posteriormente

se dejo secar, y luego se incuba a 37°C por 24 hs. Cada cepa se ensay0 por triplicado.

Para cada ensayo se agregaron pocillos para contar el nimero de células con cdmara de Neubauer

luego de la invasion y calcular la mortalidad.

3.9 Ensayo de confirmacion de CBI mediante microscopia laser confocal (MLC).

Para confirmar la presencia de CBI en los cultivos celulares se eligieron 4 cepas que previamente
fueron clasificadas segun la presencia/ausencia de CBI en células descamadas de orina y presentaron
un alto porcentaje de invasion. De las cuatro cepas, una presentaba CBI, otra presentaba BIA y dos
negativas. El procedimiento realizado es el descrito anteriormente pero en placa de 6 pocillos que
contenian un cubreobjetos en cada pocillo. De esta manera al colocar las células, en vez de adherirse
al fondo del pocillo, lo hacen al cubreobjetos de vidrio. Al finalizar el ensayo de invasién, luego de las
18 hs de incubacion, se retira el medio y se lava con PBS con Ca/Mg. En cada pocillo se agregé PFA
al 4% en PBS durante 15 min en frio para fijar las células.

Posteriormente, los cubreobjetos fueron retirados para realizar la tincién por inmunofluorescencia que
consistio en una primer incubacion con el buffer de no permeabilizacion NP (BSA 2%, NH4CI, 50 mM
en PBS Ca/Mg) durante 20 min a TA. Los cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS Ca/Mg y las
células se permeabilizaron con buffer de permeabilizacion (Triton 100X al 0,3% en buffer NP). Luego
de tres lavados con PBS, se procedié al marcado con el anticuerpo primario policlonal anti-E. coli
conjugado con FITC, diluido en buffer NP 1/50. Los cubreobjetos se incubaron a TA durante una hora
en oscuridad. Transcurrido dicho tiempo, se lavaron tres veces con PBS y se procedié a incubar los
cubreobjetos con los anticuerpos rodamina-faloidina (anti-actina) y Hoeschst 33342 (Invitrogen)

durante 30 minutos en oscuridad. Por ultimo, luego de tres lavados con PBS para eliminar cualquier
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resto de anticuerpo, se mont6 en un portaobjetos con 10 ul de solucidén de montaje (Cityfluor). Los
portaobjetos se conservaron en oscuridad a 4°C hasta el momento de su observacién al MLC. Cada

ensayo se realizé por duplicado.

3.10 Adquisicidon de imagenes.

La adquisicion de imagenes fue realizada en el MLC Olympus BX-61 FV300, empleando el software
Olympus Fluoview Version 4.3 ambos disponibles en el IIBCE. El uso del microscopio laser confocal
presenta varias ventajas respecto a los microscopios de fluorescencia; por un lado permite obtener
secciones Opticas de la muestra lo cual posibilita la reconstruccién tridimensional del objeto en estudio.
Ademés elimina la fluorescencia que se encuentra fuera de foco obteniendo sélo la informacion de la
region enfocada, denominada "plano focal”. La visualizacion se llevd a cabo con un objetivo de
inmersidn en aceite 60X, apertura numérica 1.25 y empleando tres laseres (Kr 488 nm, He-Ne 543 nm
y Diodo 405 nm). Se seleccionaron entre 3 y 5 campos al azar en cada cubreobjetos y se obtuvieron
stacks en el eje z (secciones Opticas) empleando un step size de 0,3 um entre una imagen y la

siguiente. Se utiliz6 un tamafio de imagen de 1024 x 1024 pixeles y un tamafio de pixel de 0.105 pm.

3.11 Analisis de imagenes.

Inicialmente se procedio a la deconvolucién de las imagenes. Este proceso revierte la distorsidon 6ptica
producida por el microscopio, principalmente en el eje z, reduciendo el ruido foténico y las zonas
borrosas, fendmeno conocido también como blurring. Se realizé la deconvolucion de los stacks de las
imagenes usando el software Huygens Professional (Scientific Volume Imaging, Hilversum,
Netherlands— www.svi.nl). La reconstruccion de las imagenes 3D y su analisis se realizé con el software

Volocity 3-D (Perkin Elmer).
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3.12 Efecto de los antibioticos sobre las bacterias formando CBI.

Los ensayos se realizaron como se describié anteriormente, en placas de 96 pocillos. Dos cepas de
UPEC susceptibles a los antibiéticos evaluados y que forman CBI fueron empleadas para los ensayos.
El procedimiento consistié en realizar el ensayo de invasividad clasico pero luego de la incubacién con
gentamicina y lavado con PBS, las monocapas infectadas se incubaron con diferentes concentraciones
de antibiéticos durante 10 hs. Cédmo en el ensayo anterior, luego de colocar triton al 4% en PBS en
cada pocillo durante 30 min, se realizaron diluciones y se sembraron en placa de LA. Los antibiéticos
probados fueron ceftriaxona (500, 1000 y 1500 ug/ml); amikacina (500, 1000 y 2000 ug/ml);
ciprofloxacina (2, 3 y 5 ug/ml) y azitromicina (20, 100 y 500 ug/ml). Estos antibiéticos fueron probados
anteriormente sobre biofilms y se agrego la azitromicina, un antibiético que es capaz de ingresar a las
células pero no se emplea para el tratamiento de ITU. Como control, se emple6 la amikacina, que no
es capaz de ingresar al interior celular. Cada ensayo se realiz6 por duplicado y con réplica
experimental. Los resultados se compararon usando el test estadistico de Mann-Whitney y se

considerd significativo cuando el valor p < 0,05.

3.13 Evaluacion de la citotoxicidad causada por los antibiéticos sobre las células T24.

Con el fin de determinar la citotoxicidad de los antibiéticos sobre la monocapa de células, se procedio
a incubar las células durante 10 hs con cada concentracion de antibiético, en placas de poliestireno de
6 pocillos con un cubreobjetos dentro. Posteriormente, se retird el medio DMEM con suero fetal bovino
10% y con el antibidtico y luego de tres lavados con PBS se procedio a la tincién de las células con un
doble marcado. Este procedimiento se realizé segun lo descrito por Kabakov (2011) empleando ioduro
de propidio (IP) y Hoescht 33342. Las células que posean el nucleo azul y fragmentado, seran células
apoptéticas. Las que posean el ndcleo rojo es porque se encuentran en el Ultimo estado de necrosis o
apoptosis. Luego de las 10 hs de incubacion se procedié a colocar la mezcla de fluoréforos (5 ug/ml
de IP y 1 ug/ml de Hoescht) preparada en PBS. Las placas se incubaron 15 min y posteriormente se
procedié a mirar en el microscopio de epifluorescencia invertido para su observacién. Se registraron

20 campos al azar en cada condicion. Se calcularon los porcentajes de células muertas respecto al
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total de células. Los resultados se compararon usando el test estadistico de Mann-Whitney y se

considerd significativo cuando el valor p < 0,05.

4. Resultados.

4.1 Determinacion de la capacidad de formar biofilm sobre una superficie abioticay su relacién

con laformacion de CBI/BIA, factores de virulenciay grupos filogenéticos.

La cuantificacion de la biomasa del biofilm de cada aislamiento de UPEC se realizé por la técnica de
cuantificacion por cristal violeta. Esto nos permitié obtener para cada cepa una medida de absorbancia
(densidad optica, DO) y clasificarlas en formadoras de biofilm débil, moderadas y fuertes y en no
formadoras (ver tabla 1 en anexo). De las 116 cepas de UPEC, 68 resultaron negativas (58,6%) para
la formacion de biofilm. Las 48 restantes fueron formadoras de biofilm, siendo 19 débiles (16,4%), 21

moderadas (18,2%) y 8 fuertes (6,9%) (figura 6).

No formadores
Fuertes
Moderados
Débiles

16,4%

18,1%

Figura 6. Clasificacién de los 116 aislamientos de UPEC segun su capacidad de formar biofilms.
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Dentro del grupo de cepas formadoras de biofilm, 11 presentaron CBI en células descamadas de orina
(22.9%), 6 presentaron BIA (12.5%) y 31 fueron negativas para CBI/BIA (64.6%) (Robino et al, 2014b).
En el grupo de las cepas no formadoras de biofilm se observé una distribucién similar, donde 14 cepas
fueron clasificadas positivas para CBI (20.6%), 11 para BIA (16,2%) y 43 fueron negativas (63.2%). No
se encontro una correlacion significativa entre la capacidad de producir biofilm y la formacién de CBI o
BIA (p > 0.05, Tabla 4). En el grupo formador de biofilm, 27 cepas pertenecieron al grupo filogenético
D, 11 al B2, 6 al grupo Ay 4 al B1. No se encontré ninguna asociacion significativa entre la formacion

de biofilm y los grupos filogenéticos.

Tabla 4. Habilidad de las cepas de E. coli de producir CBI o BIA y biofilms.

Presenciao
ausencia de Mo
CBI/BIA Total (n) Fuerte Moderado Débil formador
CBI 25 1 3 3 14
BlA 17 1 3 2 11
MNegativo 74 6 13 12 43
Total biofilms 116 a8 21 19 68

CBl= comunidad bacteriana intracelular; Bla= bacteria intracelular aislada

La distribucion de los factores de virulencia relacionada a la habilidad de formar biofilms se muestra en
la tabla 6. La formacion de biofilm se asocio significativamente con la presencia de los genes papA,
papEF y papGlI (P =0.024, 0.017 y 0.024 respectivamente). Por otro lado, el gen FimH se encontré en
84 de las 116 cepas (72.4%), 36 del grupo de cepas formadoras de biofilm y 48 de las no formadoras
(P = 0.05). De las 84 cepas que presentaron el gen de FimH, 69 a su vez lo expresaron, como se
evidenci6 en el ensayo de hemaglutinacion. De estas 69 cepas, 35 fueron formadoras de biofilm y 34
no, por lo que no se observé una asociacion entre la presencia del gen FimH y su expresion y la
formacion de biofilm (P = 0.21). Tampoco se encontrd una relacion entre los otros factores de virulencia

estudiados y la capacidad de formar biofilm débil, moderado y fuerte (P = 0.05) (tabla 5).
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Tabla 5. Formacién de biofilm y factores de virulencia

Factores de Formadores de Mo formadores de p-valor

virulencia biofilm (N: 48)  biofilm (N:68) (1IC%:95)

afa 18 30 NS
sfaffocDE 9 16 NS
kpsMil 36 51 NS
papA £y 29 002(1.2-52)
papC 32 35 M5
papEF £y 27 001 (1.3-7.7)
papGil £y 29 002(1.2-52)
fimH 36 48 NS

iutA 40 54 NS

El test y2 fue aplicado a variables nominales. P < .05 fue considerado
signifacativo. Genes de virulencia: afa= adhesina afimbrial; sfa/focDE =
fimbrias S and Dra; kpsMIl= capsula tipo Il; paph, papC, papEF y papGli=
pili P; fimH= pili type 1; iutA=siderdforo aerobactin; N5= no significativo.

4.2 Efecto de diferentes antimicrobianos sobre los biofilms in vitro.
Diferentes antibiéticos fueron evaluados a varias concentraciones para determinar el efecto sobre los

biofilms. Un total de 48 cepas fueron evaluadas, las cuales presentaron formacion de biofilm a las 48

hs, ya sea débil, moderada o fuerte. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Efecto de las diferentes concentraciones de
antibidticos sobre la biomasa del biofilm.

Concentracion
Media (DO) P valor

(ng/ml)
0 0.752 (= 0.083)
ampiciling 300 0.762 (£0.088) 086
500 0.776 (£0.093) 096
1000 0.795 (£ 0.081) 061
0 0.909 (= 0.112)
_ 1200 0.735 (£ 0.129)  0.021
Cefalotina 1600 0.682(£0.104)  0.048
2000 0.581 (£ 0.085) 0013
0 0.932 (= 0.124)
_ 500 0.139 (£ 0.029) 17x10°
Ceftriaxona 1000 0.125@0.031) 1.0x10"°
1500 0.136 (£ 0.030) 2.3x10°
0 0.942 (= 0.126)
N 500 0.105 (= 0.022) 1.6x10"°
Ceftazidime 1000 0.073 (£ 0.020) 2.7x10°°
1500 0.076 (£ 0.021) 26x11°}
0 0.646 (+ 0.082)
o 500 0.132 (= 0.047) 2.6x10°°
Amikacina 1000 0.149 (£ 0.044) 17x10°
2000 0.163 (+ 0.048) 3.9x10°
0 0.866 (= 0.095)
| . 2 0.267 ( 0.060) 5.6x10°
Ciprofloxacina 3 0350 (+0.076) 4 7x10"
5 0338 (x0.083) 12x107

Las medias para cada grupo de antibiotico fue comparada con la
condicion sin antibiotico. P-valor £ 0,05 fue considerado significativo.

Treinta y ocho cepas de UPEC (79.2%) eran resistentes a ampicilina (todas con CIMs = 32 ug/ml).
Para analizar el efecto de este antibidtico sobre el biofilm se ensayaron tres concentraciones diferentes
de ampicilina (300, 500 y 1000 pg/ml). No se observé una disminucion significativa de la biomasa del
biofilm, por lo tanto no se encontrd6 un efecto significativo sobre el biofilm para ninguna de las
concentraciones evaluadas (Tabla 6). Incluso, en el caso de las cepas sensibles a ampicilina, tampoco
se observéd una reduccion significativa del biofilm (figura 7). Por otro lado, en el grupo de cepas
resistentes se observd un leve incremento en la DO media de los biofiims con las diferentes
concentraciones de antibiético comparado con el control sin el mismo, pero no fueron significativas

(tabla 7).
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Absorbancia 590nm (DO)
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Ampicilina (ng/ml)

Figura 7. Cuantificacion de la biomasa del biofilm de cepas sensibles con diferentes concentraciones de
ampicilina. Boxplot comparando el efecto de la ampicilina en las concentraciones 0, 300, 500 y 1000 pg/ml sobre
las cepas sensibles.

Tabla 7. Efecto de diferentes concentraciones de ampicilina sobre la biomasa del biofilm en los
grupos de aislamientos resistentes y sensibles a esta.

Concentracion DO Cepas DO Cepas
(kg/ml) resistentes P-valor sensibles P-valor
0 0.716 (+ 0.083) 0.887 (+ 0.254)
300 0.827 (£ 0.102) 0.63 0.519 (+ 0.165) 0.14
Ampicilina
500 0.853 (+ 0.112) 0.62 0.479 (% 0.096) 0.31
1000 0.842 (+ 0.095) 0.44 0.617 (£ 0.124) 0.72

Las medias para cada grupo de antibiotico fue comparada con la condicion sin antibidtico. P valor = 0,05 fue
considerado significativo.

Respecto a la cefalotina, 21 aislamientos (43.8%) eran resistentes a este antibiético con un rango de
CIMs desde 32 a 264 ug/ml. Se ensayaron tres concentraciones de cefalotina sobre el biofilm (1200,
1600 and 2000 ug/ml) y las tres produjeron una reduccion significativa de la biomasa del biofilm (P <

0.05, Tabla 6). Cuando se analizaron solo los aislamientos resistentes, no se observé ningun efecto
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significativo de la cefalotina sobre el biofilm. En cuanto a las cepas sensibles, si se observé una

importante reduccion del biofilm de forma significativa, para todas las concentraciones de cefalotina,

mostrando un comportamiento dosis-dependiente (Tabla 8, figura 8).

Tabla 8. Efecto de diferentes concentraciones de cefalotina sobre la biomasa del biofilm en los

grupos de aislamientos resistentes y sensibles a esta.

Concentracién DO Cepas DO Cepas
(pg/ml) resistentes P-valor sensibles P-valor
o 0.863 (+ 0.129) 0.945 (£ 0.174)
1200 0.857 (£ 0.193} 0.45 0.641 (+ 0.174) 0.0049
Cefalotina
1600 0.761 (+ 0.159) 0.43 0.621 (+ 0.139) 0.021
2000 0.702 (£ 0.127) 0.41 0.486 (£ 0.114) 0.0023

Las medias para cada grupo de antibiotico fue comparada con la condicidn sin antibidtico. P valor £ 0,05 fue

considerado significativo.
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Figura 8. Cuantificacion de la biomasa del biofilm con diferentes concentraciones de cefalotina. Boxplot
comparando el efecto de la cefalotina en las concentraciones 0, 1200, 1600 y 2000 pg/ml sobre las cepas sensibles
y las resistentes. * Disminucion significativa de la biomasa del biofilm en relacion al grupo sin antibiético.
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Dentro del grupo de las cefalosporinas, se evaluaron los antibiéticos ceftriaxona y ceftazidime en las

siguientes concentraciones: 500, 1000 and 1500 ug/ml. Los resultados mostraron una gran reduccion

significativa en la biomasa del biofilm al comparar con los biofilms sin antibiéticos (Tabla 10, figuras 5

y 6). Solo dos cepas (4.2%) eran resistentes a ceftriaxona (CIM = 64 pg/ml) y ceftazidime (CIM 16

pg/ml) en el grupo de las cepas evaluadas. Estas cepas portan los genes de resistencia a

betalactamasas bla-CTX-M-2 y bla-CTX-M-9 evaluadas por PCR (Robino et al, 2014a). Al cuantificar

la biomasa del biofiim en estas dos cepas, se observé una reduccion de la misma en todas las

concentraciones de ceftazidime, siendo significativamente menor solo a altas concentraciones (1000

and 1500 pg/ml). En cuanto a ceftriaxona, si bien se observé una reduccion en el biofilm, esta no fue

significativa para dichas cepas resistentes (Tabla 9, figuras 9y 11).

Tabla 9. Efecto de diferentes concentraciones de ceftriaxona y ceftazidime sobre la biomasa del

biofilm en los grupos de aislamientos resistentes y sensibles a los mismos.

Concentracion DO Cepas DO Cepas
(pg/ml) resistentes P-valor sensibles P-valor
0 0.449 (+ 0.152) 0.958 (+ 0.130)
] 500 0.352 (£ 0.341) 0.27 0.127 (£ 0.026) 1.2x10-10
Ceftriaxona
1000 0.327 (+ 0.059) 0.19 0.114 (+ 0.032) 8.2x10-11
1500 0.262 (+ 0.088) 0.12 0.129 (£ 0.031) 2.6x10-10
0 0.461 [+ 0.211) 0.967 (+ 0.131)
. 500 0.257 (£ 0.165) 0.17 0.096 (£ 0.022) 1.6x10-10
Ceftazidime
1000 0.128 (£ 0.012) 0.05 0.07 (+ 0.021) 4.5x10-11
1500 0.102 (£ 0.013) 0.03 0.074 (£ 0.023) 5.4x10-11

Las medias para cada grupo de antibiotico fue comparada con la condicidn sin antibidtico. P valor = 0,05 fue

considerado significativo.
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Figura 9. Cuantificacién de la biomasa del biofilm con diferentes concentraciones de ceftriaxona. Boxplot
comparando el efecto de ceftriaxona en las concentraciones 0, 500, 1000 y 1500 ug/ml sobre todas las cepas y
con puntos y lineas las cepas resistentes (92 y 211). *Disminucion significativa de la biomasa del biofilm en
relacién al grupo sin antibidtico.
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Figura 10. Cuantificacién de la biomasa del biofilm con diferentes concentraciones de ceftazidime. Boxplot
comparando el efecto de ceftazidime en las concentraciones 0, 500, 1000 y 1500 pg/ml sobre todas las cepas y
con puntos Yy lineas las cepas resistentes (92 y 211). **Disminucion significativa de la biomasa del biofilm en
relacion al grupo sin antibiético.
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La amikacina presenté un efecto de reduccién significativo sobre los biofiims para todas las
concentraciones probadas: 500, 1000 y 2000 ug/ml (Tabla 10). Los 13 aislamientos (27%) que
presentaron resistencia a amikacina, presentaron una importante disminucion del biofilm,
estadisticamente significativa cuando se comparé con el biofilm sin antibiético (Tabla 10, figura 11).

Tabla 10. Efecto de diferentes concentraciones de amikacina sobre la biomasa del biofilm en los

grupos de aislamientos resistentes y sensibles a esta.

Concentracion DO Cepas DO Cepas
(pe/ml) resistentes P-valor sensibles P-valor
0 0.767 (£ 0.147) 0.599 (+ 0.099)
500 0.126 (+ 0.035) 6.0x10-5 0.135 (+ 0.064) 4.7%10-9
Amikacina
1000 0.111 (+ 0.032) 2.3x10-5 0.164 (+ 0.061) 8.4x10-8
2000 0.171 (£ 0.067) 2.3x10-4 0.161 (+ 0.062) 3.9x10-8

Las medias para cada grupao de antibiotico fue comparada con la condicion sin antibidtico. P valor = 0,05 fue

considerado significativo.
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Figura 11. Cuantificacién de la biomasa del biofilm con diferentes concentraciones de amikacina. Boxplot
comparando el efecto de la amikacina en las concentraciones 0, 500, 1000 y 2000 ng/ml sobre las cepas sensibles
y las resistentes. ** Disminucion significativa de la biomasa del biofilm en relacién al grupo sin antibiotico.

Ciprofloxacina se testd con las siguientes concentraciones: 2, 3 and 5 yg/ml. La biomasa del biofilm

disminuy6 de forma significativa en todas las concentraciones, en relacién al biofilm sin antibiético (P
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<0.05, Tabla 11). Tres aislamientos (6.3%) fueron resistentes a la ciprofloxacina (MICs = 4 ug/ml). Dos
de estos aislamientos mostraron una reduccion del biofilm para todas las concentraciones, pero esta
reduccién no fue significativa comparada con el biofilm sin antibiotico. La biomasa del biofilm para la

cepa restante no vari6 al incubar con y sin ciprofloxacina (figura 12).

Tabla 11. Ffecto de diferentes concentraciones de ciprofloxacina sobre la biomasa del biofilm en
los grupos de aislamientos resistentes y sensibles a esta.

Concentracion DO Cepas DO Cepas
(pg/ml) resistentes P-valor sensibles P-valor
0 0.866 (+ 0.182) 0.866 (+ 0.099)
2 0.517 (+ 0.269) 0.39 0.266 (+ 0.063)  7.4x10-9
Ciprofloxacina
3 0.451 (+ 0.295) 0.29 0.358 (+ 0.078)  8.3x10-7
5 0.553 (£ 0.303) 0.44 0.345 (+ 0.087) 1.9x10-7

Las medias para cada grupo de antibiotico fue comparada con la condicion sin antibidtico. P valor 20,05 fue
considerado significativo.
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Figura 12. Cuantificacion de la biomasa del biofilm con diferentes concentraciones de ciprofloxacina.

Boxplot comparando el efecto de ciprofloxacina en las concentraciones 0, 2, 3 y 5 pg/ml sobre todas las cepas y
con puntos y lineas las cepas resistentes (92 y 211). **Disminucion significativa de la biomasa del biofilm en
relacién al grupo sin antibictico.
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4.3 Expresion de genes de resistencia en UPEC productora de betalactamasas de espectro

extendido (BLEE) en el biofilm.

Con el fin de determinar la expresion de CTX-M-9 y CTX-M-2 en los biofilms de E. coli bajo diferentes
condiciones, se procedio a realizar RT-PCR real time. La expresion del gen CTX-M se compard en
biofilms y en las bacterias plancténicas, con y sin ceftriaxona. Como se observa en la figura 13, la
expresién de CTX-M-9 es mayor en las células plancténicas (5.68 £1.18) en comparacion con el biofilm
(1.15+0.42), biofilm con 500 ug/ml (0.28 + 0.06) y 1500 ug/ml (0.29 + 0.16) de ceftriaxona. La expresion
de CTX-M-2 mostré una tendencia similar a CTX-M-9 pero estadisticamente no significativa. La
expresion de CTX-M-2 fue mayor en las células plancténicas (1.44 + 0.59) comparado con el biofilm

(1.03+ 0.14), biofilm con 500 pg/ml (1.13 £ 0.26) y 1500 pg/ml (1.14 £ 0.26) de ceftriaxona.
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Figura 13. Expresion de genes de resistencia por PCR real time. Expresion de los genes (a) CTX-M-9 y (b)
CTX-M-2 mediante RT-PCR real time en bacterias planctonicas, biofilm y biofilm con 500 y 1500 pg/ml de
ceftriaxona en las cepas 92 y 211, respectivamente (estas cepas son resistentes a ceftriaxona). Las diferencias
en la expresion de genes fueron calculadas usando el método 2—-ACt normalizado con el gen de referencia rpoART.
Los Box plots muestran el minimo, maximo y la media de la expresion de genes de tres réplicas independientes.

*Diferencias significativa entre la condicién planctonica y biofilm (P < 0.05 test de student).
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4.4 Formaciéon de comunidades bacterianas intracelulares en modelos in vitro.

Para analizar la capacidad de invasion de UPEC, se seleccionaron 23 cepas previamente clasificadas
segun la presencia/ausencia de CBI/BIA en células descamadas de orina de nifios con ITU (Robino et
al. 2014b). Las 23 cepas elegidas 9 presentaban CBI, 5 BIA y 9 eran negativas para CBI/BIA en células
descamadas de orina. Para calcular el porcentaje de invasion in vitro, se realiz6 recuento en placa de
las bacterias intracelulares viables y se calcul6 el porcentaje de invasion en relacién al indculo inicial.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12. Todas las cepas fueron capaces de infectar las
células in vitro. Los porcentajes de invasién observados variaron desde 2,6 a 18% en el grupo

clasificado como CBI positivo; 1 a 14,2% en el grupo BIA positivo y 0,7 a 12,5% en el grupo negativo.

Tabla 12. Porcentaje de invasion promedio para
UPEC en monocapa de células T24

CEPA CEI/BIA % invasidn
7 CBI 4
145 CBI 1,27
98 CBI 3
121 CBI 6,3
155 CBI 4,96
198 CBI 6,1
208 CBI 2,6
221 CBI 4,1
230 CBI 18
13 BIA 1
144 BIA 14,2
173 BIA 6,6
182 BIA 2,3
156 BIA 2.3
30 NO 0,7
95 NO 1,1
172 NO 12,5
174 NO 8,8
191 NO 5,1
194 NO 6,7
226 NO 6,4
234 NO 14
237 NO 5,1

CBl= comunidad bacteriana intracelular; BlA= bacteria
intracelular aislada. La clasificacion en CBI/BIA ©
negativas fue realizada en base al analisis previo
por MLC de células descamadas de orina.
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A su vez, comparando entre los diferentes grupos de clasificacion (CBI, BIA y negativas), no se
observaron diferencias significativas como se observa en la figura 14.

El porcentaje de invasion presentd diferencias significativas al comparar los aislamientos que
presentaron el gen kpsMT K1 y los que tenian la capacidad de formacion de biofilm, en comparacion
con los aislamientos sin kpsMT K1 y que no formaban biofilm. En la figura 15 se puede observar la

distribucién de los porcentajes de invasién para los genes estudiados.
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Figura 14. Porcentaje de infeccion para los grupos previamente clasificados en CBI, BIA o negativas. No existen
diferencias significativas entre los tres grupos segun el test de Mann-Whitney. Un valor p < 0,05 presenta

diferencias significativas.
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Figura 15. Porcentaje de invasion para los grupos segun la ausencia o presencia de diferentes genes analizados
y la capacidad de formar biofilm. Los genes estudiados fueron: A) iutA, receptor del sideréforo aerobactina; B) afa,
adhesinas de unidn Dr; C) sfa/foc, fimbria S y fimbria F1C; D) KPSMII, capsula del grupo 2; E) kpsMT K1 y kpsMT
K5, genes capsulares; F) papAy papC, fimbria P; G) fimH, fimbria de tipo 1; H) cnfl, factor citotoxico necrotizante
por ultimo 1) Formacion de biofilm. Solo existen diferencias significativas para el gen kpsMT K1 y la formacién de
biofilm, segun el test de Mann-Whitney. Un valor p < 0,05 presenta diferencias significativas.

4.5 Citotoxicidad de las células eucariotas.

Con el fin de evaluar la citotoxicidad producida sobre la monocapa de cada aislamiento de UPEC, se
procedio a realizar el recuento celular luego de cada ensayo de invasion. El porcentaje de mortalidad
se calcul6 en relacion al control sin infectar.

Las cepas de E. coli presentaron una gran variabilidad en cuanto a la citotoxicidad presentando valores
desde 0 hasta 90%. Si bien la mayoria de las cepas presentan valores intermedios, tres presentaron
una citotoxicidad mayor al 75% vy tres no produjeron muerte en el cultivo (figura 16). Las tres cepas
(208, 191 y 234) que presentaron una citotoxicidad mayor al 75 % no producen biofilm in vitro y dos de

ellas presentan el gen CNF1, que expresa la toxina CFN 1 que actla sobre las células uroteliales. Las

a7



cepas que no fueron citotdxicas para las células (7, 156 y 221) tampoco forman biofilmin vitro y ninguna

presenta el gen que codifica para la toxina CNF1.
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Figura 16. Porcentaje de citotoxicidad sobre la monocapa de células, para cada cepa de UPEC ensayada. La
citotoxicidad se calculé como el porcentaje de células muertas, en relacion al control.

4.6 Confirmacion de la presencia de CBI mediante MLC.

Si bien todas las UPEC evaluadas son capaces de ingresar a las células eucariotas, la confirmacion
de la formacién de CBI se realiz6 para cuatro cepas mediante MLC. De esta forma se puede confirmar
gue la bacteria ademas de ingresar a la célula, es capaz de desarrollar CBIl. Se ensayaron cuatro
cepas, las cuales dos de ellas fueron negativas para la presencia de CBI en células descamadas de
orina.

Luego de la adquisicion de imagenes y su posterior analisis, se encontré la formacion de CBI para las
cuatro cepas analizadas. Las imagenes a continuacidén son representativas de las CBI encontradas.
Las bacterias se observan en verde, los nlcleos de las células eucariotas en azul y la actina en rojo,
gue marca el citoesqueleto de la célula. En la figura 17 se observa una pequefia CBI en la zona
perinuclear de la célula. Esta agrupacion bacteriana se encuentra rodeada de actina (rojo) por lo que

se encuentra dentro de la célula.
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Figura 17. Imagen de CBI in vitro en células T24 infectada con el UPEC 7. Tefiido con DAPI para deteccién de
ADN (azul,), anti-actina (rojo), E. coli (verde). Las imagenes 3D de los stacks donde confluyen los 3 canales revelan
un pequefio grupo de bacterias intracelulares a nivel perinuclear (la flecha lo indica). En el recuadro central se
observa el plano xy, en la zona superior el plano zx y a la izquierda el zy.
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En la figura 18 se observa una CBI de mayor tamafio, donde se pueden distinguir algunas bacterias
(verde). Las bacterias se ubican junto al nlcleo, ocupando una gran parte espacio citoplasmatico.

Figura 19. Imagen de CBI in vitro en células T24 infectada con el UPEC 144. Tefiido con DAPI para deteccion de
ADN (azul,), anti-actina (rojo), E. coli (verde). Las imagenes 3D de los stacks donde confluyen los 3 canales revelan
un grupo de bacterias intracelulares (en verde) a nivel perinuclear. En el recuadro central se observa el plano xy,
en la zona superior el plano zx y a la izquierda el zy.
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En lafigura 19 se pueden observar tres agrupaciones bacterianas. Dos de ellas (sefialadas con flechas
grises) parecen CBI pero no se encuentran dentro de una célula. Estas dos agrupaciones se
encuentran cercanas a restos de actina, por lo que pueden haber estado dentro de células que
necrotizaron. La tercera agrupacion bacteriana muestra un grupo de bacterias dentro de la célula
eucariota, dispuestas en citoplasma.
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Figura 19. Imagen de CBI in vitro en células T24 infectada con el UPEC 172. Tefiido con DAPI para deteccién de
ADN (azul,), anti-actina (rojo), E. coli (verde). Las imagenes 3D de los stacks donde confluyen los 3 canales revelan
tres grupos de bacterias. En el recuadro central se observa el plano xy, en la zona superior el plano zx y a la
izquierda el zy. Las flechas grises indican dos grupos de bacterias que no se encuentran dentro de la célula pero
gue es probable fueran CBI anteriormente. La flecha blanca indica un grupo de bacterias intracelulares dispuestas
en el citoplasma de la célula.
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4.7 Efecto de antibiéticos sobre la formaciéon de CBI.

Con tal de evaluar el efecto de los antibidticos sobre las bacterias intracelulares se emplearon los
siguientes antimicrobianos: ceftriaxona (500, 1000 y 1500 ug/ml); amikacina (500, 1000 y 2000 pg/ml);
ciprofloxacina (2, 3y 5 png/ml) y azitromicina (20, 100 y 500 pg/ml). Las cepas 7 y 144 fueron empleadas
para estos ensayos, ambas presentando porcentajes de invasion de 4 y 14,2% respectivamente. En
cada ensayo, posterior al tiempo requerido para la formacién de CBI, se incubaron los cultivos con la
concentracion de antibiético correspondiente durante 10 hs. En la tabla 13 se puede observar los

porcentajes de invasion para cada cepa, bajo cada condicién.

Tabla 13. Porcentaje de invasion bajo el efecto de diferentes concentraciones
de antibidtico para las cepas de UPEC 7y 144,

7 144
g/ ml Media Error tipico Media Error tipico
o 3,02 0,54 2,54 0,52
o S00 1,75 0,54 2,54 0,23
Amikacina
1000 2,22 0,41 3,18 1,83
2000 4,29 1,22 2,54 0,69
1] 3,68 1,73 6,84 5,3
) 500 1,58 0,59 5,35 5,4
Ceftriaxona
1000 1,28 0,58 1,39 0,5
1500 0,28 0,22 0,24 0,2
1] 2,87 0,99 2,24 1,22
) ) 2 0,3 0,2 1,28 0,15
Ciprofloxacina
3 0,68 0,39 0,82 1]
5 0,41 0,25 1,12 0,02
1] 2,33 0,42 1,75 0,7
. . 20 2,54 0,58 0,64 1]
Azitromicina
100 0,79 0,48 0,95 0,32
S00 0,21 0,03 0,06 1]

La amikacina, que pertenece al grupo de los aminoglucésidos y no es capaz de ingresar a las células
eucariotas, no generé un efecto significativo sobre los porcentajes de invasion a pesar de que ambas
eran sensibles, como era esperable. Incluso la cepa 7 presentd un leve aumento en el porcentaje de

invasion a concentraciones altas de antibiético (figura 20).
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Figura 20. Efecto de diferentes concentraciones de amikacina sobre el porcentaje de invasién de las cepas 7 y
144. No se observaron diferencias significativas.

En cuanto al efecto de ceftriaxona sobre las bacterias intracelulares, a concentraciones altas (1000 y

1500 ug/ml) se observé una disminucién significativa del porcentaje de invasion (figura 21).
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Figura 21. Efecto de diferentes concentraciones de ceftriaxona sobre el porcentaje de invasion de las cepas 7 y
144. *Diferencias significativas respecto al control sin antibiético (valor p < 0,05)

La ciprofloxacina es el Unico antibidtico de los que se emplea de forma habitual en la clinica para el
tratamiento de ITU, que es capaz de ingresar a las células eucariotas. Se observé una disminucién de
las bacterias intracelulares para ambas cepas, en relacion a la condicién sin antibiético. Para la cepa
7 esta disminucion es significativa, para la cepa 144 si bien se observa esta disminucion en todas las

concentraciones de antibiotico, solo con 3 pg/ml de ciprofloxacina es significativa (figura 22).
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Figura 22. Efecto de diferentes concentraciones de ciprofloxacina sobre el porcentaje de invasion de las cepas 7
y 144. *Diferencias significativas respecto al control sin antibiético (valor p < 0,05)

En relacion al efecto de la azitromicina para la cepa 7 se observd un efecto de disminucion del
porcentaje de invasion para las ultimas dos concentraciones (100 y 500 ug/ml) de azitromicina, siendo
significativamente menor en la concentracion mas alta. La cepa 144 present6 una disminucion de las
bacterias intracelulares para todas las concentraciones de antibidtico, en relacion al control sin el

mismo, siendo significativo la concentracion mas elevada (figura 23).
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Figura 23. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina sobre el porcentaje de invasion de las cepas 7 y
144. *Diferencias significativas respecto al control sin antibidtico (valor p < 0,05)
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4.8 Citotoxicidad de los antibidticos sobre el cultivo celular.

Con el fin de descartar la posibilidad de que la disminucion en el porcentaje de infeccion se deba a la
citotoxicidad del antibiético sobre la monocapa de células, se realizé un ensayo de citotoxicidad
probando directamente el antibidtico durante 10 hs sobre las células. Luego mediante la tincién
diferencial de las células (vivas y muertas) y el andlisis de imagenes por MLC, se determiné en
porcentaje la citotoxicidad en relacion al control sin antibiotico. Para todos los antibioticos, se observo
gue a medida que se aumentd la concentracién también aumenté la citotoxicidad, pero ésta nunca

superé el 20% (figura 24).
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Figura 24. Evaluacion de la citotoxicidad de cada concentracion de antibiéticos sobre el cultivo celular. Cada
concentracion de antibidtico fue evaluada sobre la monocapa durante 10 hs de incubaciéon. Mediante MLC se
observo el nimero total de células por campo y el nimero de células muertas, y se calculd el porcentaje. A)
Citotoxicidad para las diferentes concentraciones de amikacina (AK), B) azitromicina (AZ), C) ceftriaxona (CRO) y
D) ciprofloxacina (CIP). El control es el cultivo sin antibiético. Los resultados se compararon usando el test
estadistico de Mann-Whitney y se consideré significativo cuando el valor p < 0,05. *Diferencias significativas
respecto al control.
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5. Discusioén

UPEC es el principal agente etiolégico asociado a ITU adquirida en la comunidad y por este motivo ha
sido ampliamente estudiado (Ronald, 2003). Uno de los mecanismos empleados por UPEC para evadir
la respuesta inmune y la accién de los antibiéticos, descrito en los Ultimos afios, es la formacién de CBI
en las células superficiales de la vejiga (Anderson et al., 2003). Estas estructuras han sido reportadas
anteriormente en las células descamadas de orina de mujeres con ITU (Garofalo et al., 2007; Rosen
et al., 2007), nifios (Robino et al. 2013, Robino et al., 2014b) y en modelos de infecciéon en ratén
(Anderson et al., 2004). Existe evidencia de que las CBI estarian relacionadas con las ITU recurrentes
(Robino et al. 2014b). Una vez que la bacteria invade la célula, existen distintas etapas en el desarrollo
de estas comunidades: CBI temprana, intermedia y tardia (Mulvey et al., 2001). La maduracion de las
CBI ocurre alrededor de las 12 hs luego de la infeccién. En este momento la bacteria adquiere una
morfologia diferente (bacilos mas cortos) y disminuye la tasa de crecimiento produciendo una
comunidad intracelular que pareceria estar embebida en una matriz extracelular (Anderson et al.,
2003). Esto es muy similar a lo que ocurre en un biofilm, por lo que en la mayoria de los articulos
consideran a las CBI como similares a los biofilms. Por este motivo, en este trabajo se evalud la
capacidad de formar biofilms de diferentes aislamientos de UPEC de una coleccion clinicay su relaciéon
con la capacidad de formar CBI. Todas las cepas evaluadas en este trabajo presentaron diferentes
habilidades en la formacion de biofilm, variando desde fuertes formadoras hasta no formadoras.
Ademés, mas del 50% de las cepas fueron no formadoras de biofilm in vitro y no se encontré una
correlacién entre la capacidad de formar biofilms y la presencia o ausencia de CBI/BIA en orina. Esto
pudo deberse en parte a que la clasificacion de CBI fue basada en la presencia de las mismas en
células descamadas de orina de nifios con ITU (Robino et al. 2014b), por lo que no se puede descartar
gue una cepa clasificada previamente como negativa (sin presencia de CBI/BIA) tenga la capacidad
de formar CBI. A su vez, si bien este mecanismo es similar a la formacion del biofilm, ocurren procesos
diferentes. El proceso de invasion y la salida de las vacuolas al citoplasma son necesarios para la
formacion de las CBI. Por lo tanto, ambos mecanismos pueden llevar a la falla terapéutica y a la

recurrencia de la infeccién, pero no tienen por qué estar asociados.
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La formacion de biofilm es un mecanismo importante en la patogénesis de las ITU. No se encontré una
asociacion significativa entre la formacién de biofilm y los grupos filogenéticos. Aun asi, la mayoria de
las cepas pertenecieron a los grupos filogenéticos D y B2. Esto coincide con lo descrito anteriormente
donde las E. coli causantes de ITU se asocian en su mayoria al grupo filogenético B2, mientras que

las que producen ITU y luego reinfeccién pertenecen en gran medida al grupo D (Ejrnaes, 2011).

Se ha determinado previamente que la expresion genética de las bacterias formando el biofilm varia
en comparacion con las plancténicas y varios trabajos previos han demostrado la importancia de este
cambio (Revisado en Donlan et al., 2002). La formacidn de biofilm es un proceso complejo que consta
de varias etapas donde diferentes factores estan involucrados (Klausen et al., 2003). Una de las etapas
mas importantes es la adhesion irreversible a la superficie. En esta etapa la sintesis de flagelos esta
reprimida. En el caso de Escherichia coli, tienen un papel fundamental las adhesinas, como las fimbrias
tipo 1 y curli, que permiten la adhesion irreversible (Sharma et al., 2016). Sin embargo, Hancock y
colaboradores (2010) demostraron que los genes involucrados en la génesis de las fimbrias tipo 1, Py
F1c estan inhibidos en el biofilm de UPEC CFT073 crecidos en orina humana, lo que indica que estas
fimbrias no son relevantes para la formacién del biofilm en orina. Greene et al (2015) confirman estos
resultados ya que también observaron que la orina humana disminuye la expresion y la funcion de la
fimbria tipo 1 en UPEC. Los resultados obtenidos indican que existe una correlacion entre la presencia
de los genes pap y la capacidad de formar biofilm in vitro. Los genes pap (pyelonephritis-associated
pili) codifican para la fimbria P, que esta involucrado principalmente con la patogénesis de pielonefritis,
donde se une a receptores con motivo Gal(a1—4)Galp en el rifidn. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Naves et al. (2008), donde los genes papC, papG, sfa/focDE, focG, hlyA 'y cnfl fueron
mas prevalentes en las cepas fuertes productoras de biofilm. Recientemente se encontré que la
adhesina UCA-like (UCL) también participa en la adhesion, estando involucrada en la formacion de
biofilm y en la unién a las células uroepiteliales (Wurpel et al., 2016).

La fimbria de tipo 1 se considera relevante para el desarrollo de CBI (Wright et al., 2007). En este
trabajo, con respecto a la presencia del gen fimbrial fimH (fimbria tipo 1), no se observo una correlacion
con la formacion de biofilm in vitro en esta coleccidn de cepas. Esto puede deberse ala alta prevalencia
de los genes que codifican a la fimbria de tipo 1, donde estan presentes en méas del 90% de las cepas

de UPEC (Robino et al. 2014a). En otros trabajos encuentran los mismos resultados, ya que al buscar
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una correlacion entre la presencia de fimH y la formacion de biofilm, encuentran que fimH esta presente
en el 87% de los aislamientos formadores de biofilm y en el 86% en los no formadores (Zamani et al.,
2018). Ocurre lo mismo con la expresion de fimH, siendo similar en el grupo de cepas formadoras y no
formadoras de biofilm. El repertorio de adhesinas, estructuras fimbriales y adhesinas no fimbriales
pueden determinar el tropismo del patdégeno en el tejido, las interacciones bacterianas, la formacion de

CBIl y biofilms (Chahales et al., 2015).

Actualmente, los antibidticos mas recomendados para el tratamiento de ITU incluyen a cefuroxime,
trimetroprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina y amoxicilina-clavuldnico (Foxman, 2010; Gupta et al.,
2011). Sin embargo, el aumento de resistencia a los antibiéticos y las elevadas tasas de recurrencia
plantean un desafio para el tratamiento de las ITU (Longhi et al., 2012; Dayan et al., 2013). Los
antibiodticos betalactdmicos actdan inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana. Dentro de este grupo
se encuentran las penicilinas, aminopenicilinas, cefalosporinas y carbapenems. En Uruguay el 58% de
los aislamientos de E. coli aislada de nifios con ITU son resistentes a las aminopenicilinas, presentando
un amplio espectro de betalactamasas (como TEM-1 y SHV-1) (Robino et al., 2014a). El 79% de las
cepas analizadas en este estudio eran resistentes a ampicilina. No se observé una disminucion de la
biomasa del biofilm en ninguna de las diferentes concentraciones, incluso en las cepas susceptibles.
En el grupo de las cepas sensibles el biofilm actuaria como un mecanismo de resistencia al antibiotico.
Esto puede explicarse por la escasa penetracion de la ampicilina en el biofilm como fue demostrado
por Anderl y colaboradores (2000). Otros factores que podrian explicar el bajo efecto sobre el biofilm
de la ampicilina podrian ser los diferentes estados de la bacteria en el biofilm que la vuelve tolerante

al antibidtico (Anderl et al. 2003).

Los antibidticos ceftriaxona y ceftazidime son cefalosporinas de tercera generacion. Son
recomendados generalmente para el tratamiento de ITU tanto en adultos como en nifios (Gupta et al.
2011). El principal mecanismo de resistencia que presentan las bacterias Gram negativas es mediante
la producciéon de BLEEs (Paterson et al., 2005). Aproximadamente un 3% de los aislamientos de
enterobacterias provenientes de nifios con ITU comunitaria es productor de BLEE (Robino et al.
2014b). Las dos cepas resistentes a ceftriaxona y ceftazidime estudiadas en este trabajo presentaban

los genes CTX-M-2 y CTX-M-9. Las cefalosporinas mostraron un efecto importante sobre el biofilm,
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reduciendo la biomasa del mismo tanto para las cepas sensibles como resistentes a excepcion de la
ceftriaxona donde se observo una disminucion sobre las cepas resistentes pero que no es significativa.
Por lo tanto, ceftazidime fue mas eficiente disminuyendo la biomasa del biofilm en las cepas
resistentes. La reduccion del biofilm, incluso en cepas resistentes al antibiético, podria explicarse por
la alta concentracién de los antibidticos testados y/o por la ausencia de la expresion de BLEE en el
biofilm. Las concentraciones utilizadas en este estudio fueron determinadas por la concentracion que
los antibidticos alcanzan en la orina con el uso de los mismos. Por lo tanto, las concentraciones estan
considerablemente por encima de la CIM establecida para determinar a un aislamiento resistente (=4
pg/ml para ceftriaxona y 216 pg/ml para ceftazidime segun la CLSI 2015) y por encima de la CIM de
estas cepas en particular siendo para ceftriaxona la CIM = 64 pg/ml y ceftazidime la CIM 16 pg/ml.
Puede ocurrir que la alta concentracion de antibidtico sature a las betalactamasas, lo que llevaria a
gue la bacteria se vuelva sensible al antibiotico, y esto permita la reduccion del biofilm en las cepas
resistentes (Lorian, 2005). La segunda posible explicacion es que podria existir una disminucion de la
expresién de las BLEE durante la formacion del biofiim. La mayoria de los estudios publicados
encontraron una relacién entre la presencia de genes BLEE en E. coli y la formacion de biofilm, pero
solo se basan en la presencia o0 ausencia de los genes, no en si los genes de BLEE se expresan en el
biofilm (Mittal et al., 2015; Neupane et al., 2016). Cuando evaluamos la expresion del gen CTX-M en
bacterias plancténicas y en el biofilm, con y sin antibiético por PCR a tiempo real, se observé que la
expresion de CTX-M-2 y CTX-M-9 fue de dos a cuatro veces mayor en las plancténicas que en el
biofilm. No se observo diferencia significativa de la expresién de BLEE, con y sin antibiético. El gen de
referencia empleado para normalizar los resultados es el rpoA, ampliamente utilizado para comparar
expresién de genes en distintas condiciones, entre ellas en condicién planctonica y en biofilm (Steyert

et al, 2012).

En cuanto a los aminoglucésidos, la amikacina tuvo un efecto anti biofilm tanto en el grupo de cepas
sensibles como resistentes. Los aminoglucdsidos actlan inhibiendo la sintesis de proteinas al unirse
al ribosoma bacteriano, lo que podria causar un efecto inhibitorio en la sintesis del biofilm. Este efecto
inhibitorio sobre el biofilm fue demostrado para otros grupos de antibiéticos que también actdan sobre
el ribosoma inhibiendo la traduccidn, como el cloranfenicol y la tetraciclina (Liagat et al., 2009). Estudios

del efecto de antibidticos sobre la formacion del biofilm en Klebsiella pneumoniae reportaron que la
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amikacina era capaz de erradicar las biofilms en etapas tempranas de la formacién del mismo, pero
gue se volvia inefectivo a medida que aumentaba la edad del biofilm, por el aumento de produccion
del exopolisacarido (Singla et al., 2013). En este estudio, el efecto del antibittico fue evaluado luego
de 48 hs de formacién del biofilm. Segun Schlapp et al. (2011) la fase irreversible del biofilm ocurre
entre las 24 y 48 hs en otros uropatégenos, por lo que el biofilm no estaria en la fase mas temprana,
mas bien estaria en una fase madura. A pesar de esto, la amikacina tiene un efecto inhibitorio
reduciendo la biomasa del biofilm. También es importante recalcar que el biofilm estuvo bajo el efecto
del antibiético durante 24 hs, es posible que a un menor tiempo el efecto no haya sido inhibitorio.
Blango y Mulvey (2010) obtuvieron los mismos resultados al probar la amikacina sobre el biofilm de 48

hs en un aislamiento de UPEC (UTI189).

Las fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, inhiben la replicacién del ADN y tienen la capacidad de
penetrar las membranas de las células del hospedero y acumularse intracelularmente. En este trabajo,
la ciprofloxacina fue capaz de reducir el biofilm tanto en las cepas sensibles como en las resistentes.
Blango y Mulvey estudiaron el efecto de diferentes antibidticos sobre biofilm in vitro y su eficacia para
eliminar las CBI en modelo de raton. Ellos observaron que la ciprofloxacina y la sparfloxacina tienen

un efecto inhibitorio en el biofilm y promueven la disminucién de CBI (Blango et al., 2010).

Hasta el momento se desconoce si todas las E. coli uropatogénicas son capaces de ingresar a la célula
urotelial y ademas desarrollar CBI. En la mayoria de los trabajos previos que buscan aislamientos de
E. coli capaces de formar CBI, lo hacen en las células epiteliales descamadas de orina o evallan
solamente con pocos aislamientos muy caracterizados, como UTI89, en modelo in vitro y de ratén
(Rosen et al., 2007; Anderson et al., 2009; Robino et al 2014b;). Por esto se eligieron 23 cepas que
previamente se clasificaron segun la presencia/ausencia de CBI/BIA en células descamadas de orina
y que presentaron diferentes perfiles de factores de virulencia. En este trabajo se observo que todas
las cepas evaluadas fueron capaces de infectar células epiteliales in vitro presentando una gran
variabilidad en el porcentaje de invasion. Esto sugiere que la ausencia de CBI en las células uroteliales
en la orina puede deberse a otros factores independientes de la bacteria. Estos factores pueden estar
relacionados a la toma de muestra de orina, ya que esta puede ocurrir en etapas diferentes del

desarrollo de la infeccion, o el volumen estudiado. Otros factores podrian estar relacionados con el
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hospedero, principalmente con la respuesta del sistema inmune (Bien et al., 2012). Estos resultados in
vitro no necesariamente correlacionan con lo que puede ocurrir durante la infeccién. A su vez, se puede
deducir que hay cepas que tienen mayor capacidad que otras para alcanzar un estado intracelular, ya

que la capacidad de invasion fue muy variable.

Garofalo y colaboradores (2006) evaluaron la capacidad de formar CBI de 18 aislamientos
provenientes de mujeres con ITU en un modelo murino. Ellos encontraron que la mayoria de las cepas
fueron capaces de formar CBI in vivo y los que no eran capaces, si lo hacian al co-infectar con una
cepa formadora de CBI. También encontraron una asociacion entre la procedencia del aislamiento y la
capacidad de formar CBI in vivo, donde los aislamientos causantes de ITU aguda eran
significativamente menores que los causantes de bacteriuria asintomatica, ITU recurrente y
pielonefritis. Estos resultados mas los encontrados en este trabajo apoyan la hipétesis de que si bien
UPEC es capaz de generar infeccion en un modelo de cultivo celular, existen factores relacionados al

hospedero que afectan esta capacidad.

En modelos murinos, inicialmente solo el 0,1% de las bacterias del in6culo inicial que se introduce
trans-uretralmente es internalizado. A pesar de esto, a las doce horas de la infeccion, la mitad de las
bacterias son intracelulares y hay entre 3 a 700 CBI formados (Schwartz et al., 2011). Si bien es cierto
gue podrian entrar varias bacterias a una misma célula, se comprobd que una vez dentro, las bacterias

gue forman CBI son clones que provienen de una misma bacteria (Méndez et al., 2016).

La adhesina que posee un papel fundamental en la adhesion y el ingreso de las bacterias a las células
uroteliales es FimH, que desencadena la internalizacion mediante la unién a glicoproteinas
manosiladas en la superficie de las células sombrilla de la vejiga (Mulvey et al., 2002). Dos de las cepas
de UPEC probadas fueron negativas en la busqueda del gen fimH. Sin embargo, estas dos cepas
fueron capaces de invadir las células de la linea celular T24 presentando un 0,7 y 6,6% de invasion.
Por lo tanto, no se encontré relacion entre la presencia del gen fimH y el porcentaje de infeccion, pero
esto es debido a que casi todas las cepas probadas poseen este gen. Otras adhesinas podrian estar

involucradas en este proceso, ya que cepas sin el gen fimH fueron capaces de invadir.
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No se encontrd una relacion entre el porcentaje de invasion y la presencia previa de CBI o BIA en las
células descamadas de orina, aunque se observo una menor variabilidad en los porcentajes para el
grupo de aislamientos previamente negativos. Al evaluar la relacién entre los porcentajes de invasion
y la presencia o0 ausencia de ciertos genes de virulencia se determin6 que la ausencia del gen kpsMT
K1 se asocia al aumento del porcentaje de invasion. Esto se traduciria a que la bacteria puede invadir
mas las células y/o producir mas CBI. El polisacarido capsular K1 esta asociado frecuentemente con
aislamientos de E. coli proveniente de pacientes con meningitis neonatal o septicemia. También ha
sido asociado a la pielonefritis en nifios (Roberts et al., 1986). La etapa de adhesion de la bacteria a
las células es una etapa critica para la internalizacion de la bacteria, donde la presencia de la capsula
puede interferir con la misma. La capsula le provee a la bacteria protecciéon contra la fagocitosis por
parte de células del sistema inmune y la capacidad de sobrevivir en el torrente sanguineo pudiendo
llegar a otros tejidos y causar meningitis. La capsula le confiere a la bacteria una mayor probabilidad
de causar infecciones invasivas. A su vez, se demostré previamente que E. coli K1 es capaz de ingresar
a las células endoteliales microvasculares del cerebro humano (Kim et al., 2003). Por la tanto es
probable que los aislamientos que poseen este gen y lo expresan, sean capaces de sobrevivir en la
sangre e invadir las células endoteliales cerebrales, pero sean menos eficientes en invadir las células
uroteliales. No ocurre lo mismo con la presencia del gen kpsMT K5 donde no se encontro diferencias
en los porcentajes de invasion de los aislamientos con y sin el gen. Sin embargo, Anderson y
colaboradores (2009) determinaron que el polisacarido K1 tiene un papel importante en la formacion
de CBI, mas especificamente que es un componente de la matriz las mismas (Anderson et al., 2009).
Esto podria indicar que la presencia de este polisacarido dificulta el ingreso a las células, pero una vez

dentro facilita la formacién de CBI.

Interesantemente, la capacidad de formar biofilm se asocié de manera positiva con porcentajes
mayores de invasién. La mayoria de los trabajos describen a las comunidades bacterianas
intracelulares como similares a los biofilms, ya que parecen tener algunas caracteristicas en comun,
como la produccién de una matriz extracelular rica en polisacaridos, y presenta varias etapas de
maduracién con cambios fenotipicos en las bacterias y una etapa de dispersion (Justice et al., 2004).

Muchos de los factores de virulencia que le permiten a UPEC formar biofilms, también participan en la
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adherencia e invasion a las células uroteliales, por lo que esto puede favorecer la asociacién positiva.

Es probable que las cepas formadoras de biofilm tengan un mayor porcentaje de invasion.

Cusumano et al. (2010) encontr6 que la presencia del pladsmido pUTI89 le confiere a UTI89 una mayor
capacidad de infectar in vivo en un modelo de ITU en raton, ya que en la cepa UTI89 curada (sin el
plasmido) se encontré una disminucién en la invasion bacteriana, el recuento y la formacién de CBI. El
plasmido presentaba genes relacionados al metabolismo del hierro (sider6foros), codificaba para una
endotoxina y posibles proteinas con funcién de transporte de membrana. Esto puede indicar que la
presencia de éste plasmido en UPEC, podria favorecer la invasion y la formacién de CBI in vivo, lo que
también podria explicar la diferencia del porcentaje de infeccion entre los aislamientos. Por lo tanto, si
bien en este trabajo no se analizd la presencia de plasmidos, se podria evaluar en un futuro, buscando

una asociacion entre la presencia de plasmidos y el porcentaje de invasion.

El factor CNF1 (factor citotéxico necrotizante 1) es producido por un tercio de las UPEC causantes de
pielonefritis y podria estar asociado a la invasién en el rifibn. En ensayos in vitro, esta proteina
secretada es capaz de estimular la formacién de fibras de actina y generar cambios en la membrana
que resulta en la entrada de E. coli a la célula. También se demostro in vitro que CNF1 es capaz de
interferir con la fagocitosis por los polimorfonucleares y gatillar la muerte apoptética de las células
epiteliales (Mills et al., 2000). Las dos cepas estudiadas que presentaban el gen cnfl presentaron un
porcentaje de citotoxicidad sobre las células T24 superior al 75%. Tanto los aislamientos con un mayor
porcentaje de citotoxicidad como los que no fueron citotoxicos, portan los genes fimH y KPSMIl y no
poseen los genes afa y iutA ni son formadoras de biofilm. Con estos resultados se puede sugerir que
la proteina CNF1 podria ser uno de los factores que aumenten la citotoxicidad de los aislamientos de
UPEC. Este resultado es congruente con lo encontrado en otros trabajos (Fabbri et al, 2010; Garcia et

al, 2013).

Con el fin de confirmar que estos aislamientos forman CBI, se eligieron 4 cepas de las cuales dos
habian sido clasificadas como negativas en la presencia de CBI/BIA en células descamadas de orina
de nifios con ITU (Robino et al. 2014b). Las cuatro cepas analizadas presentaron CBI y también BIA.

Si bien las bacterias intracelulares aisladas pueden encontrarse en el inicio de la infeccion, cuando la
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bacteria ingresa a la célula, también pueden ser bacterias que se convertiran en QIRs. Al confirmar
gue las cepas previamente negativas para CBI forman comunidades intracelulares in vitro, podemos
confirmar la hipétesis de que existen otros factores que determinan la ausencia de CBI en células

descamadas de orina.

El mecanismo de UPEC de formar CBI o de persistir en el epitelio de la vejiga en forma de QIRs, podria
explicar la recurrencia de la infeccidn luego del tratamiento antibiético (Schilling et al., 2002; Justice et
al., 2004). La mayoria de los antibiéticos empleados para el tratamiento de ITU no son capaces de
ingresar a las células, a excepcién de las quinolonas, como la ciprofloxacina, lo cual hace muy dificil la
eliminacion de las CBI (Schentag, 1989). Por este motivo, con el fin de evaluar si este mecanismo
actia como una barrera impidiendo la eliminacién de la infeccidn, probamos antibidticos que son
eficientes sobre el biofilm de E. coli en la concentracidon que se encuentra en orina. Considerando que
la citotoxicidad de los antibiéticos sobre las células no sobrepasa el 20% de mortalidad para los cuatro
antibidticos, los resultados obtenidos no se deben al efecto del antibiético sobre las células. La
ciprofloxacina si bien es capaz de ingresar a las células, podria no ser activo sobre las CBI. El
porcentaje de invasién disminuyé significativamente al emplear este antibidtico, con lo cual podemos
concluir que es efectivo para la eliminacion de las bacterias intracelulares. Blango et al. (2010) estudio
el efecto de diferentes antibidticos sobre el biofilm in vitro y la eficacia para erradicar CBI en un modelo
murino. Ellos observaron que la ciprofloxacina y la sparfloxacina tienen un efecto inhibitorio sobre el
biofilm. Sin embargo, ninguno de estos antibiéticos fue capaz de erradicar las bacterias intracelulares
en el tejido de la vejiga de los ratones. La principal diferencia con nuestros resultados es el uso de
modelos distintos, por lo que para confirmar lo encontrado en este trabajo es necesario emplear un

modelo murino, que permita comparar a su vez con lo encontrado por otros investigadores.

La amikacina fue empleada como control ya que es muy efectiva sobre las cepas formando biofilms
pero no es capaz de ingresar a las células eucariotas. Como se esperaba, la amikacina no produjo
disminucién en el porcentaje de invasion. Esto ocurre porque es un antibiético que no es capaz de

ingresar a las células, por lo que es incapaz de actuar sobre CBIs y BIAs.

64



Los betalactdmicos no son antibidticos utilizados cominmente para el tratamiento de infecciones
causadas por patdgenos intracelulares, por lo que su capacidad de concentrarse dentro de la célula
del epitelio vesical no esta bien establecida. En este trabajo se pudo observar una disminucion en el
porcentaje de invasion al evaluar diferentes concentraciones de ceftriaxona, siendo significativo solo

en las concentraciones mas altas.

La azitromicina pertenece a la familia de los macrélidos, es un antibiético de amplio espectro que actia
inhibiendo la sintesis de proteinas. Otros trabajos han comprobado in vitro e in vivo que posee actividad
anti biofilm, inhibiendo la produccién de alginato, uno de los componentes de la matriz (Parnham et al.,
2014). La azitromicina posee la capacidad de ingresar a las células y es utilizada cominmente para el
tratamiento de infecciones por Chlamydia (patdgeno intracelular) (Parnham et al., 2014). En este
trabajo se observd que la azitromicina fue efectiva sobre las bacterias intracelulares, de manera
significativa a 500 pg/ml. Hay que destacar que no se conoce la concentracion que alcanza este
antibiético en orina, por lo cual las concentraciones elegidas pueden no representar lo que ocurre en
realidad. Seria importante conocer este dato para poder adecuar la dosis necesaria de este antibidtico,
el cual proponemos, podria ser evaluado (en combinacion con otro antibidtico con actividad conocida
y adecuada sobre bacterias extracelulares) para el tratamiento de las ITU recurrentes donde las CBI

podrian estar involucradas.

Para un adecuado tratamiento antibiético de las ITU, se debe considerar los patrones de sensibilidad
del microorganismo aislado y la patogenia de la infeccion: si es una infeccién recurrente y si presenta
CBI en orina. En caso de ITU recurrente potencialmente asociada a la presencia de biofilm, como en
pacientes cateterizados, el uso de cefalosporinas de tercera generacion (siendo mas eficiente
ceftazidime), fluoroquinolonas y aminoglucosidos es recomendado. Estos antibidticos (a excepcion de
ampicilina) reducen la biomasa del biofilm incluso en el caso de cepas resistentes. Otro aspecto
relevante es el empleo de antibidticos eficientes sobre E. coli en CBI. La mayoria de los antibiéticos no
ingresan a la célula, a excepcién de las fluoroquinolonas y macrélidos, por lo que hasta el dia de hoy
esta en debate la mejor estrategia terapéutica. Proponemos evaluar la azitromicina como un antibiético

a emplear en este ultimo caso, como complementario a los farmacos de uso habitual.
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Este trabajo contribuye con un mayor entendimiento de la resistencia a antibidticos debida a
mecanismos como la formacion de biofilms y de comunidades bacterianas intracelulares en
aislamientos clinicos de UPEC. A su vez, pudimos establecer que todos los aislamientos clinicos de
UPEC estudiados fueron capaces, in vitro, de formar CBI, concluyendo que quiza este proceso “in vivo”

esté a su vez regulado por factores independientes a la bacteria.

Las perspectivas de este trabajo son las siguientes: i) Evaluar si existe una asociacion entre la
presencia de elementos genéticos moéviles (plasmidos) y la eficiencia de la infeccién in vitro. ii) Evaluar
las cepas en un modelo murino, con el fin de determinar si existen factores del hospedero que afecten
la capacidad de estos aislamientos de formar CBI. iii) Evaluar otros antibidticos y posibles compuestos

gue ayuden a erradicar tanto los biofilms como las CBI.
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/. Anexo

Tabla 1. Resultados de la medida de absorbancia (DO) para cada aislamiento de E. coli

Cepa
3
7

13
28
30
34
38
47
43
55
56
74
73
76
92
94
95
97
98
99
101
102
103
104
105
106
107
108
111
112

DO £DE
0,090 £ 0,025
0,078 £ 0,146
0,134+ 0,109
0,112 +0,127
0,100 £ 0,040
0,073 £ 0,001
0,017+ 0,016
0,097 £ 0,347
0,076 £ 0,003
0,222 £0,058
0,059 +0,011
0,029 +0,112
0,215+ 0,034
0,508 £ 0,283
0,603 £0,148
0,467 £0,046
0,239 0,047
0,965+ 0,257
0,006 £0,132
0,104 £ 0,006
0,036 £0,227
0,199 +0,291
0,010 £ 0,052
0,076 +0,149
0,716 £0,077
3,166 £ 0,587
0,388 +0,133
0,346 £ 0,545
1,023 £0,030
0,619 +£0,797

Cepa
114
117
118
120
121
127
128
129
130
132
133
135
136
138
140
141
142
143
144
145
147
148
151
152
155
156
157
158
159
161

DO+ DE
0,037 £ 0,009
0,064 + 0,054
0,236 0,022
0,003 £ 0,075
0,103 £ 0,236
0,745+ 0,196
0,227+ 0,079
0,657 £ 0,004
1,962 £ 0,506
0,451+0,196
0,050+ 0,148
0,128 £ 0,078
0,611+0,241
0,109 £ 0,000
0,177 10,169
0,003 £ 0,080
0,178 £ 0,125
0,000 £ 0,054
1,367 £ 0,018
0,070+ 0,044
0,202 £ 0,169
0,062 £ 0,027
0,267 £ 0,038
0,289 10,169
0,606 +0,121
0,079 £ 0,080
0,102 £ 0,053
0,006 0,035
0,000+ 0,021
0,078 £ 0,024

DO=densidad dptica; DE= desvio estandar

Cepa
162
164
165
167
168
169
170
171
172
173
174
176
177
178
179
180
182
183
186
188
189
190
191
194
196
197
200
203
204
205

DO+ DE
0,084 £ 0,060
0,506+ 0,256
0,152+ 0,032
0,130+ 0,041
2,014+ 0,350
0,050+ 0,026
0,143 + 0,039
0,107 + 0,004
0,148 + 0,026
0,496 £ 0,083
0,008 £0,214
0,643 +0,232
0,076+ 0,101
0,089 + 0,056
0,000 £ 0,080
0,019 £0,065
0,000+ 0,018
0,278+ 0,276
0,040+ 0,192
0,115+ 0,042
0,000+ 0,031
0,075+ 0,040
0 000 0,030
0,021+0,229
0,278+ 0,120
0,090 £ 0,064
0,271+ 0,046
0,233+ 0,186
0,054 £ 0,010
0,719+ 0,461

Cepa
207
211
213
214
216
217
218
219
220
221
222
226
227
228
230
231
233
234
235
236
237
239
240
241
243
245

DO£DE
0,067 £0,070
0,264 + 0,105
0,013 £ 0,017
0,063 £ 0,003
0,283 £0,055
0,042 £ 0,080
0,740+ 0,115
1,842+0,624
1,030+0,112
0,050£0,135
0,100 £ 0,003
0,038 £0,017
0,000 £ 0,001
0,336+0,124
0,802 £0,220
0,432+0,324
0,379+0,220
0,101+ 0,052
0,382 £0,094
0,156 +£0,123
0,591 +£0,135
0,682 0,083
0,213 £ 0,017
0,678 £0,123
0,593 £0,135
0,105 £ 0,087
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