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Biofilms bacterianos en entornos
meédicos: Infeccion del tracto urinario

Invasién patdgena del urotelio

Catéter
ITU no complicadas: mayor frecuencia en mujeres
o )=
Uréter
Piel Punta Catéter
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ITU complicadas: instalacion catéter urinario

~ permanente (CUP)

Vias de infeccion urinaria asociadas a CUP

Aumento de la resistencia a los antibioticos

Patogénesis de ITU. Flores-Mireles, Walker,
Caparon & Hultgren (2015)




ITU asociada a catéteres

Escherichia coli uropatégena

(UPEC)

* Bacilo Gram negativo movil

Factores de virulencia favorecen la
infeccion, flagelo importante para
la formacion de biofilms

Sonda Foley. (a) Catéter estdndar de Corte transversal de catéter de silicona.
silicona con globo de retencién inflado. 8 semanas post implantacién. Stickler
(b) Punta de la sonda y region del globo. (2008)

(c) Seccidn transversal del catéter. Pelling

(2019)

Biopelicula

é¢Podra formar biofilms a
pesar de comportarse
fenotipicamente inmovil?

Formacion de biofilms en CAUTI.
Azevedo (2017)

Cultivo de cepas de E. coli en agar en medio movilidad - indol- ornitina (MIO




Modelos para el estudio de biofilms
bacterianas

Método estatico Método dinamico
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Ventajas Microscopio Zeiss Axiovert 200
- Reproducibles

- Costo reducido

Desventajas
- Agotamiento de los nutrientes

=28 NS=—

Venta ] as Microscopio de Fluorescencia Light Sheet

- Similar a condiciones in vivo
Desventajas
- Montaje



Objetivos

Objetivo general

Detectar y caracterizar la formacién de biofilms en la cepa fenotipicamente inmovil, respecto de una cepa control maovil, en condiciones de cultivo estatico y
dinamico.

Objetivos especificos

Caracterizar fenotipicamente la cepa inmovil y detectar la formacién de biofilms mediante ensayo de cristal violeta

Comparar la cinética de formacion y caracterizar morfolégicamente la formacidon de biofilms en cultivo estatico de la cepa inmavil respecto de la cepa
control movil

Determinar la presencia, formacidon y morfologia de biofilms de la cepa inmovil respecto de la cepa control moévil en condiciones de cultivo dinamico




OE.1 La cepa inmavil es una fuerte formadora de biofilms en las condiciones ensayadas
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Esquema ensayo de Cristal Violeta biofilms en ensayo CV. Villegas (2013)
Exp-1 Exp-2 Exp-3 Promedio
Blanco (DOc) 0,07033333 0,04677778 0,048 0,055037
Promedio cepa (OD65) 0,94666667 055722222 1,053 0,8522962

Media de las DO obtenidas en el ensayo de Cristal violeta



Diseno experimental y procesamiento de imagenes adquiridas en Microscopia confocal
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Software’s utilizados para el procesamiento de las

Microscopio Zeiss Axiovert 200 imégenes

Esquema experimental del cultivo estatico

(1) Superficie colonizada (2) Volumen total
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Procesamiento de imagenes obtenidas en CLSM



Segmentacion de imagenes con llastik
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OE.2 En cultivo estatico, UPEC fenotipicamente inmovil exhibe un retraso  **;
en la transicion de adherencia reversible a irreversible T
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Objetivos

Objetivo general

Detectar y caracterizar la formaciéon de biofilms en la cepa fenotipicamente inmovil UPEC ST12 OD65, respecto de la cepa control UPEC CFTO73 movil, en
condiciones de cultivo estatico y dinamico.

Objetivos especificos

Caracterizar fenotipicamente la cepa inmovil y detectar la formacion de biofilms mediante ensayo de cristal violeta

Comparar la cinética de formacion y caracterizar morfolégicamente la formacién de biofilms en cultivo estatico de la cepa inmavil respecto de la cepa
control movil

Determinar la presencia, formacion y morfologia de biofilms de la cepa inmdvil respecto de la cepa control mévil en condiciones de cultivo dinamico



OE.3 Diseio experimental de cultivo dinamico




OE.3 Procesamiento de imagenes adquiridas en Microscopio de Fluorescencia Light Sheet

Adquisicion Segmentacion Reconstrucciones 3D

Software’s utilizados para el procesamiento de Parametrizacion de Cuantificacion
las imagenes visualizacidn




OE.3 En cultivo
dinamico,UPEC
fenotipicamente inmovil
exhibe un retraso en la
transicion de adherencia
reversible a irreversible
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Conclusiones

* La cepa de UPEC fenotipicamente inmovil es capaz de formar biofilms, en ambos modelos.

* Si bien facilita la adherencia, la presencia de flagelo no seria determinante para la formacion de

biofilms en UPEC.
* La metodologia desarrollada para medir la formacién de biofilms en modelos dinamicos, que

emulan las condiciones de un catéter urinario, aportan conocimiento y permiten modelar el

desarrollo de estas comunidades en contextos nosocomiales.
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