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RESUMEN

Debido al evidente incremento de la resistencia microbiana, es necesario buscar factores potenciales
que puedan desencadenar los mecanismos de resistencia de bacterias causantes de infecciones
adquiridas intrahospitalariamente. En este trabajo se evaluaron varios medicamentos con diferente
actividad farmacolégica como probables agentes moduladores de la formacion de biopeliculas en 4
aislados clinicos de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, algunos de ellos BLEE (B-lactamasas
de espectro extendido), debido a que estas estructuras son responsables de la resistencia y la
persistencia microbianas. Los resultados indicaron que los medicamentos acetaminofén, captopril,
verapamilo e ibuprofeno actuaron como inductores de biopeliculas en los aislados de Pseudomonas
aeruginosa, mientras que diclofenaco, acetaminofén, propranolol, hidroclorotiazida y metformina fueron
inhibidores en los aislados de Escherichia coli; estos efectos se manifestaron a concentraciones tan
altas como 25 yM. Aunque se trata de ensayos in vitro, estos resultados indican el riesgo potencial de
sustancias de uso en la vida diaria que pueden incidir en la antibioticoterapia, pero a la vez generan
moléculas conocidas que pueden tener una segunda aplicacién como coadyuvantes de esta.

Objetivo
e Evaluar el efecto in vitro de algunos medicamentos sobre el crecimiento y la formacion de
biopeliculas en 4 aislados clinicos de Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa.

Materiales y métodos

Se evaluo el efecto de los medicamentos sobre el crecimiento de cuatro aislamientos de Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa en microplacas de 96 pozos mediante microdilucion seriada. Ademas,
la formacién de biopeliculas se evalud en pozos y sondas duodenales de PVC, usando cristal violeta
para tefir y medir la absorbancia.

Resultados

De acuerdo con la significancia estadistica, de los 12 medicamentos evaluados en el ensayo, captopril,
verapamilo, acetaminofén e ibuprofeno a 25uM presentaron efecto inductor de biopeliculas en sondas
duodenales en los aislados de Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, en los aislados de Escherichia
coli, ambos BLEE, se obtuvieron efectos inhibidores de biopelicula en sonda para Escherichia coli R4
(resistente a 4 antibioticos) con diclofenaco a 25 y 3.125 yM y acetaminofén a 3.125 uyM y para
Escherichia coli RM (multirresistente) con propranolol a 25 uM.

Conclusion

Estos resultados indican que algunos medicamentos tienen un impacto significativo en la formacién de
biopeliculas, actuando como inductores o inhibidores, especialmente en un modelo de sondas
duodenales. La concentracion de 25uM parece ser crucial para inducir este efecto.

Palabras claves:

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, resistencia microbiana, medicamentos, biopelicula,
modulacion, sondas duodenales.
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1. Introduccion

En los ultimos afios se ha presenciado un
aumento en la resistencia de diversos
microorganismos patégenos a los
antimicrobianos  (RAM), dificultando el
tratamiento de infecciones causadas por
bacterias, parasitos, virus y hongos (OMS,
2020). La pandemia del COVID-19, por su parte,
evidenci6 el aumento de infecciones
secundarias principalmente causadas por
bacterias  gramnegativas  resistentes a
antibidticos (Floridia et al., 2022).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
proyecta que para el afio 2050, las infecciones
asociadas a microorganismos resistentes seran
responsables de 10 millones de muertes al afio.
La atencibn se centra en un grupo de
microorganismos bajo el acronimo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanni, = Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp) identificados con los mayores
indices de resistencia (WHO, 2017) (Giono-
Cerezo et al.,, 2020). Pero, ademas de la
resistencia, también se ha presentado Ia
recurrencia, responsable de las infecciones del
mismo nombre y las originadas en espacios
hospitalarios 0 nosocomiales. A nivel global, la
tasa de muerte por infecciones nosocomiales
oscila entre el 1% al 3% y en paises
desarrollados como EE. UU. se han reportado
alrededor de 2 millones de estos casos, de los
cuales el 70 % se atribuye a los dispositivos
médicos utilizados durante diversos
procedimientos (Dey et al., 2022).

En la mayoria de los casos, la infeccion
bacteriana se inicia con el uso de dispositivos
clinicos como protesis, catéteres, sondas para
la administracion de soluciones y
medicamentos, fluidoterapia y alimentacion
parenteral. Este proceso, conocido como
formacion de biopeliculas, implica que las
bacterias de vida libre se adhieren a estas
superficies 'y crecen poblacionalmente,
protegidas por una capa de sustancias
extracelulares como proteinas, material
genético y exopolisacaridos (W. Michael Dunne,
2002). La formacion de biopeliculas se
desencadena a través del proceso conocido
como deteccion de quérum o Quorum Sensing

(@S), un sistema de comunicacion célula a
célula que permite a las bacterias compartir
informacion sobre la densidad celular y ajustar
la expresion génica. Este proceso se inicia
mediante la unidon de una sefal extracelular
autoinductora a un receptor especifico
(Papenfort & Bassler, 2016); las moléculas
autoinductoras se acumulan y alcanzan el
umbral de deteccién a medida que aumenta la
densidad de poblacion.

Segun el Instituto Nacional de Salud de EE. UU.,
mas del 60 % de todas las infecciones
microbianas son causadas por biopeliculas
(Jamal et al., 2018). Pseudomonas aeruginosa
es uno de los principales microorganismos
relacionados con las infecciones nosocomiales,
responsable de aproximadamente del 10 a 15%
de estas infecciones (Wei & Ma, 2013). P.
aeruginosa es capaz de colonizar y formar
biopeliculas duraderas en dispositivos médicos,
que pueden permanecer alli a pesar del
tratamiento con antibiéticos (Shi et al., 2019).

En P aeruginosa se han identificado dos
sistemas principales para la deteccion de
quérum: Lasl-LasR y RhllI-RhIR que median la
produccion de diferentes factores de virulencia,
especialmente la formacion de biopeliculas a
través de las moléculas autoinductoras: N-(3-
oxododecanoil)-L-homoserina lactona (3-oxo-
C12-HSL) y N-butanoil-L-homoserina lactona
respectivamente (Rasamiravaka et al., 2015).
Adicionalmente, se ha reportado un tercer
sistema principal regido por una sefal de
quinolona (Tay & Yew, 2013).

Escherichia coli es uno de los microorganismos
mas prevalentes que forman biopeliculas en
dispositivos médicos permanentes, y también
pueden crecer en la superficie de los tejidos,
dando lugar a infecciones asociadas a la
biopelicula, como cistitis uretral, prostatitis,
infeccion del tracto biliar e infeccion persistente
del tracto urinario (Gong et al., 2021).

Las cepas uropatogénicas de E.coli poseen un
sistema de QS para la formacién de biopeliculas
activado por LuxR mediante la sefal de la
molécula autoinductor-2 (Al-2). Dicha senal
también estd asociada a los genes de expresion
de fimbria y movilidad fimH, csgD y bolA
(Alshammari et al., 2023).
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Diferentes clases de moléculas naturales y
sintéticas pueden desencadenar el Quorum
Sensing y eventualmente la formacion de una
biopelicula, lo que indica un riesgo secundario
con muchas sustancias a las cuales estamos
expuestos en la vida diaria. Dado que hay
escasa informacion sobre el efecto secundario
que pueden tener los medicamentos en la
resistencia microbiana, surge la hipétesis de
que algunos de estos podrian favorecer algunos
factores de virulencia como la formacion de
biopeliculas, generando un efecto similar a las
moléculas autoinductoras que activan la
transcripcidén de genes para la sintesis de éstas.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de algunos principios activos
de medicamentos sobre el crecimiento vy
formacion de biopeliculas en 4 aislados clinicos
de Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa
usando trozos de una sonda como modelo.

2. Materiales y métodos
2.1. Cultivos bacterianos

Se emplearon 4 aislamientos, dos
Pseudomonas aeruginosa y dos Escherichia
coli, denominados de aqui en adelante como:
PA1, PA2, ECR4 y ECRM respectivamente. Los
aislamientos fueron obtenidos del Laboratorio
de Microbiologia de la Clinica Ledn XIllI
(Medellin, Antioquia) de pacientes que
presentaron cuadros de infeccién nosocomial.
Su perfil de multirresistencia fue determinado
mediante pruebas de susceptibilidad antibidtica
(AST), empleando el sistema de determinacion
de ID/AST microbiana VITEK 2 (bioMérieux,
Francia). Las bacterias se cultivaron en agar
Luria-Bertani (LB, SIGMA) a 37°C por 24 horas;
posteriormente fueron criopreservadas a -20°C
con glicerol (20%) hasta su utilizacién.

2.2. Medicamentos por evaluar

La seleccion de medicamentos se basé en un
analisis hecho por el grupo de Quimica
Organica de Productos Naturales de la
Universidad de Antioquia de una lista del
Ministerio de Salud y Proteccion Social de
Colombia de los medicamentos mas
consumidos en 2019, e incluyendo diversas
clases de rangos farmacoldgicos (Minsalud,
2019). Mediante un analisis de frecuencias, se

determiné que los medicamentos de mayor uso
entre las diferentes patologias eran Diclofenaco,

Acetaminofén, Ibuprofeno, Naproxeno,
Metformina, Lovastatina, Loratadina,
Propranolol, Hidroclorotiazida, Captopril,

Verapamilo y Cetirizina.

Tabla 1: Clasificacién de los medicamentos segun su aplicacién
farmacoldgica.

Clasificacién
Farmacolégica

Medicamento

Agentes Diclofenaco

antiinflamatorios /
antipiréticos y

Ibuprofeno

Acetaminofén

analgésicos Naproxeno
L. Cetirizina
Agentes antialérgicos -
Loratadina
. Agente_s Metformina
hipoglucemiantes
Captopril
Agentes Propranolol
antihipertensivos P
Verapamilo
. Agente's . Lovastatina
anticolesterémicos
Diuréticos Hidroclorotiazida

Los principios activos se obtuvieron del
laboratorio Laproff (Laboratorios Laproff,
Colombia) o se obtuvieron puros a partir de
medicamentos por varias técnicas
cromatograficas e identificados por RMN 1D y
2D. Estos se llevaron a una concentracion
inicial de 1000 ug/ml, solubilizados en metanol
grado reactivo (99%) (Wiegand et al., 2008). Se
evaluaron inicialmente las concentraciones de
100, 50, 25, y 3.125 pyM, pero para este trabajo
solo se presentan resultados de las
concentraciones de 25y 3.125 yM debido a que
en estos puntos las desviaciones de los datos
mostraban una tendencia mas ajustada.

2.3. Efectos de los medicamentos
sobre el crecimiento

Se evaluo el efecto de los medicamentos sobre
el crecimiento de biomasa en microplacas de 96
pozos mediante la técnica de microdilucion
seriada. A partir de cultivos menores a 24 horas,
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se preparé el inéculo a una concentracion de
1x107 UFC/mL en solucién salina (NaCl al 0.9%)
y se midio la absorbancia a ODggonm (Abs=0.05)
(Thermo Scientific, EE. UU). El efecto de los
medicamentos se evalué en las
concentraciones de 25 y 3.125 uM. Se
emplearon caldo LB y NaCl al 0,9% en
proporciéon 1:1 como control de esterilidad y
caldo LB con in6culo en NaCl al 0,9% en una
proporcion 1:1 como control positivo de
crecimiento. Cada medicamento se evalué en
un volumen final de 200uL; la incubacion se
realizé durante 18 horas para Pseudomonas
aeruginosa y 24 horas para Escherichia coli a
una temperatura de 37°C. Al final, se
determinaron las absorbancias (DO=600nm) y
se compararon respecto al control con la
siguiente ecuacion:

Ecuacién 1: Crecimiento bacteriano expresado en porcentaje,
donde ABS son las siglas para absorbancia:

ABS tratamiento
ABS control

Crecimiento = ( ) x 100

24. Formacion de biopeliculas en
pozos

Para evaluar la formacion de biopeliculas, se
repitid el procedimiento anterior, pero con un
periodo de incubacién prolongada (20 y 40
horas para P aeruginosa y E. coli
respectivamente). Se elimind el sobrenadante y
se realizaron tres lavados suaves de los pozos
con agua destilada y se dejaron secar a 37 °C
por 24 h. Empleando el método de O'Toole
(2011), se realizo6 la tincién de las biopeliculas
formadas en los pozos con cristal violeta (0.05%
p/v) durante 30 minutos. Luego, se extrajo el
colorante y se realizaron cuidadosamente tres
lavados consecutivos con agua destilada; las
microplacas se dejaron secar a 37°C por 24 h.
Finalmente, se solubilizé el colorante adherido
a las biopeliculas con 250uL de etanol (96% p/v)
durante 2 horas para asegurar la dilucidon
completa.

La absorbancia cuantificada del cristal violeta
(OD575nm) corresponde indirectamente a la
cantidad de biopelicula formada sobre la
superficie y se expresa mediante la siguiente
férmula:

Ecuacion 2: Formacion indirecta de biopelicula expresada en
porcentaje, donde ABS son las siglas para absorbancia y CV son
las siglas de cristal violeta.

Porcentaje de biopelicula
_ (ABS CV tratamientos

ABS CV control

)xlOO

2.5. Formacioén de biopeliculas en
sondas.

La evaluacion de la formacién de biopelicula se
hizo con fragmentos de 5 mm de sondas
duodenales Levin de cloruro de polivinilo (PVC)
(Medex, calibre FR18) que fueron introducidos
en microplacas de 96 pozos con los respectivos
medicamentos se llevd a cabo como se muestra
en la figura 1.

O =5 mm Sonda Q = Solucién salina

Figura 1: Distribucion de los medicamentos en las microplacas. T
hace referencia a cada uno de los medicamentos a evaluar, C es
el control positivo y E es el control de esterilidad.

Después del periodo de incubacion, se retiraron
cuidadosamente las células planctonicas y se
realizaron tres lavados con agua destilada; las
microplacas con las sondas en su interior se
dejaron secar a 37°C por 24 horas. Luego, se
tind con cristal violeta y se realizaron los
lavados mencionados.

Mediante microscopia optica (Nikon ECLIPSE
E200, Japdn), se observé cualitativamente la
formacion de biopeliculas en la sonda. Se
realizaron cortes longitudinales de la sonda
para obtener microfotografias de la cara interna
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con un objetivo 10X. Posteriormente, las
sondas se sumergieron en 250uL de etanol
(96% p/v) por 2 horas y se midié la absorbancia
del cristal violeta adherido a la biopelicula
formada.

2.6. Analisis estadistico

Se aplicé un disefio por bloques de tiempo
completamente aleatorizado, con tres tiempos
independientes y 5 réplicas por medicamento
cada uno de ellos. Con los datos obtenidos se
calculd el coeficiente de variacion (CV) para
verificar la dispersion de datos; se excluyeron
del analisis aquellos resultados con un CV
mayor al 40%.

El andlisis estadistico se llevé a cabo en Rstudio
version 4.3.0 (R Core Team, 2023), en éste se
verificaron los supuestos de homocedasticidad
mediante la prueba de Levene y la hormalidad
de los datos mediante la prueba de Shapiro-
wilk; estos supuestos fueron aceptados para

aquellos datos donde el valor p fue mayor a 0.05.

Para explorar diferencias significativas entre
medicamentos, se implementé el analisis de
varianzas (ANOVA). Para determinar las
diferencias entre los medicamentos evaluados,
se emplearon la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett y Tukey. La primera
permitié comparar varios medicamentos con un
control, brindando informacién sobre las
diferencias respecto al estandar de referencia.
La segunda permiti6 comparar las medias de
todos los medicamentos entre si (Teheran,
2016). En los casos en que los datos no se
ajustaron a una distribucion normal se empled
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

3. Resultados y analisis
3.1. Perfil de resistencia

Mediante la prueba de susceptibilidad con el
casete de VITEK®?2 para bacilos aerobios Gram
negativos, se obtuvieron los perfiles de
resistencia de cada uno de los aislamientos (Ver
Tabla 2).

Tabla 2: Perfiles de sensibilidad antibiogramas de los cuatro
aislamientos, R indica Resistencia, S indica Sensibilidad y “-”
indica que ese antibiotico no fue evaluado.

Antibiéticos PA1 PA2 | ECR4 | ECRM
Amikacina R R S S
Ampicilina - - - R
Ampicilina-Sulbactam - - R S
Aztreonam S | S R
BLEE - - Pos Pos
Cefazolina - - - R
Cefepima R R S R
Ceftazidima R R S R
Ceftazidima/Avibactam R R S -
Ceftolozano/Tazobactam R R S -
Ceftriaxona - - - R
Ciprofloxacina R R S R
Ertapenem - - R S
Imipenem R R R -
Piperacilina/Tazobactam - R R S
Trimetoprima/Sulfametoxazol - - - R

PA1 exhibi6 resistencia a siete antibidticos, PA2
mostré resistencia a los mismos siete
antibidticos y adicionalmente a
Piperacilina/Tazobactam. ECR4, clasificado
como [-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) positivo, presentd resistencia a cuatro
antibidticos, mientras que ECRM, también [3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE)
positivo, demostré6 resistencia a ocho
antibidticos. Estos antibidticos son clasificados
como cefalosporinas de diferentes
generaciones, betalactamicos, carbapenémicos
y penicilinas. Con estos hallazgos se confirma
que los cultivos seleccionados cumplen con
perfiles de resistencia relevantes.

3.2. Evaluacion crecimiento

En los ensayos realizados, se evaluo el efecto
de los medicamentos sobre el crecimiento de
los cuatro aislamientos (PA1, PA2, ECR4 y
ECRM). A las 24 horas de incubacion, se
observd que ninguno de los medicamentos en
ninguna concentracion  evaluada afectd
significativamente el crecimiento de los aislados
(p>0.05), siendo comparable al control de
crecimiento como se observa en la figura 2. De
las concentraciones iniciales, se optd por
continuar con las concentraciones menores de
25y 3.125 uyM en los siguientes ensayos.
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Escherichia coli R4: Crecimiento
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Figura 2. Evaluacion del crecimiento de los aislamientos. Se evaluaron las concentraciones 25y 3.125 uyM. a) EC R4, b) ECRMc) PA1yd)
PA 2. Ace (Acetaminofén), Cap (Captopril), Cet (Cetirizina), Dic (Diclofenaco), Hid (Hidroclorotiazida), Ibu (Ibuprofeno), Lor (Loratadina), Lov
(Lovastatina), Met (Metformina), Nap (Naproxeno), Pro (Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control).

3.3. Evaluacion de la formacion de
biopeliculas en pozos y en
sondas

Se determind la capacidad de los aislamientos
de adherirse en sondas mediante tincidn con
cristal violeta y microscopia 6éptica con un
aumento de 10X (ver Figura 3). En la Figura 3a
de control, se observa que la sonda utilizada no
retuvo colorante, por lo tanto, no se considero la
adsorcion del material en el analisis. En primer
lugar, se observa una biopelicula escasa
formada por ECR4, limitada a la interfase del
medicamento. En contraste, la biopelicula
formada por ECRM es considerablemente mas
abundante y constante, creando una red de
crecimiento. Por ultimo, la biopelicula formada
por ambos aislados de PA es abundante,
colonizando gran parte de la sonda de manera
uniforme, casi compacta. Para PA1 Ila
colonizacién es en forma de islotes, mientras
que para PA2 se observa una desagregacion de

__biopelicula.

las células durante la fase de formacion de

duodenal Levin FR18 (PVC). Microfotografias de las sondas con
el objetivo de 10X a) Cara interna de sonda duodenal aplicando
cristal violeta al control de esterilidad. b) Formacién de biopelicula
en sonda por ECR4 sin medicamentos, ¢) Formacién de

Pagina 6 de 19



biopelicula en sonda por ECRM sin medicamentos, d) Formacion
de biopelicula en sonda por PA71 sin medicamentos y e)
Formacion de biopelicula en sonda por PA2 sin medicamentos.

Para comparar los efectos de los medicamentos
sobre la formacién de biopeliculas, los datos de
absorbancia se expresaron en porcentajes y se
analizaron mediante métodos paramétricos,
revelando diferencias significativas entre los
medicamentos y el control.

En la siguiente seccidén, se presentan los
resultados obtenidos mediante la metodologia
de formacion de biopelicula. El objetivo principal
de este estudio que fue evaluar los efectos de
los medicamentos en la formacién de
biopeliculas.

Pseudomonas aeruginosa 1

En la tabla 3, se resumen los resultados mas
relevantes de los medicamentos en los dos
materiales evaluados en Pseudomonas
aeruginosa 1.

Tabla 3. Efectos de varios medicamentos en la formaciéon de
biopelicula por Pseudomonas aeruginosa 1.

e )
> 0 acio 0 a
A ateria ecto X d od
0

Loratadina 25 Pozo Inductor 12.00 12.15 .
Cetirizina 25 Pozo Inductor 13.60 9.51 *
Verapamilo 25 Pozo Inductor 19.00 21.09 Hoxk

Diclofenaco 3.125 Sonda [Inductor 22.40 29.56
Captopril 3.125 Sonda [Inductor 25.30 41.41 *
lbuprofeno 25 Sonda |Inductor 26.80 26.08 *
Acetaminofén 25 Sonda__|Inductor 28.80 |33.87 *
Verapamilo 25 Sonda _|Inductor 30.00 21.46 *
Captopril 25 Sonda__|Inductor 42,60 |47.81] ***

Nota: La escala de color indica el efecto del medicamento, el color
azul para un efecto inductor y rojo para efectos inhibidores. Los
porcentajes se expresan como la diferencia respecto al control de
crecimiento (100%). Resultados negativos indican inhibicién. Sd
es la desviacion estandar de los efectos. Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, donde (***) para
p<0.001, (**) para p<0.01, (*) para p<0.05 y (=) para p<0.1

En los pozos de la microplaca, los
medicamentos  verapamilo, cetirizina vy
loratadina evaluados a 25uM presentaron un
efecto inductor del 19%, 13.6% y 12%
respectivamente en comparacién al control.
Ningin medicamento en la concentracion de
3.125uM presenté un efecto significativo con
respecto al control (figura 4).

En la sonda duodenal, los medicamentos
captopril,  verapamilo, acetaminofén e
ibuprofeno (todos a 25uM) indujeron un 42.6%,
30%, 28.8% y 26.8 % respectivamente,

respecto al control. A la concentracidon de
3.125uM, diclofenaco y captopril, mostraron
efectos inductivos significativos del 22.4% vy
25.3% respectivamente, respecto al control
(figura 5).
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Figura 4: Formacion de biopeliculas en pozos para P. aeruginosa
1 (PA1). Ace (Acetaminofén), Cap (Captopril), Cet (Cetirizina), Dic
(Diclofenaco), Hid (Hidroclorotiazida), Ibu (lbuprofeno), Lor
(Loratadina), Lov (Lovastatina), Met (Metformina), Nap
(Naproxeno), Pro (Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control).
Los asteriscos (*) representan el valor de significancia estadistica,
(***) para p<0.001, (*) para p<0.05y (*) para p<0.1.
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Figura 5: Formacién de biopeliculas en sonda duodenal Levin
FR18 (PVC) para P. aeruginosa 1 (PA1). Ace (Acetaminofén), Cap
(Captopril), Cet (Cetirizina), Dic (Diclofenaco), Hid
(Hidroclorotiazida), Ibu (lbuprofeno), Lor (Loratadina), Lov
(Lovastatina), Met (Metformina), Nap (Naproxeno), Pro
(Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control). Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, (***) para
p<0.001, (*) para p<0.05y (=) para p<0.1.

Pseudomonas aeruginosa 2
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En la Tabla 4, se resumen los resultados mas
relevantes relacionados con la formacién de
biopeliculas para Pseudomonas aeruginosa 2.

Tabla 4. Efectos de varios medicamentos en la formacion de
biopelicula por Pseudomonas aeruginosa 2.

Concentracion n Porcentaje z .
Material  Efecto Sd + Cod. sig.
) (%) °
Acetaminofén 25 Sonda _|Inductor 19.93 [24.58 5
Captopril 25 Sonda__|Inductor 22.64 31.64 *

La Tabla 5, se resumen los resultados relativos
a la formacién de biopeliculas para Escherichia
coli R4.

Tabla 5. Efectos de varios medicamentos en la formacién de
biopelicula por Escherichia coli R4.

0 e aclo Po aje
R4 ateria ecto a od

Nota: La escala de color indica el efecto del medicamento, el color
azul para un efecto inductor y rojo para efectos inhibidores. Los
porcentajes se expresan como la diferencia respecto al control de
crecimiento (100%). Resultados negativos indican inhibicién. Sd
es la desviacion estandar de los efectos. Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, donde (***) para
p<0.001, (**) para p<0.01, (*) para p<0.05 y (=) para p<0.1

Ningun medicamento evaluado tuvo un efecto
significativo, ya sea de inhibicién o induccion,
formacion de biopeliculas en los pozos.

En sonda duodenal, algunos medicamentos
como captopril y acetaminofén a 25uM tuvieron
un efecto inductor del 22.64 % y 19.93 %
respectivamente en comparacién al control. A
3.125 pM, ninguno de los medicamentos mostro
un efecto significativo respecto al control (figura
6).
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Figura 6: Formacion de biopeliculas en sonda duodenal Levin
FR18 (PVC) para P. aeruginosa 2 (PA2). Ace (Acetaminofén), Cap
(Captopril), Cet (Cetirizina), Dic (Diclofenaco), Hid
(Hidroclorotiazida), Ibu (lbuprofeno), Lor (Loratadina), Lov
(Lovastatina), Met (Metformina), Nap (Naproxeno), Pro
(Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control). (=) representan el
valor de significancia estadistica para p<0.1.

Escherichia coli R4

Diclofenaco 3.125 Sonda__|Inhibidor 19.12 *
Diclofenaco 25 Sonda |[Inhibidor 28.56 *
Diclofenaco 25 Pozo Inhibidor 22.07 **
Diclofenaco 3.125 Pozo Inhibidor -39.40 |13.59 )
Acetaminofén 3.125 Sonda__[Inhibidor -33.70 |48.68 *
Metformina 25 Pozo Inhibidor -28.70 |53.32

Nota: La escala de color indica el efecto del medicamento, el color
azul para un efecto inductor y rojo para efectos inhibidores. Los
porcentajes se expresan como la diferencia respecto al control de
crecimiento (100%). Resultados negativos indican inhibicién. Sd
es la desviacion estandar de los efectos. Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, donde (***) para
p<0.001, (**) para p<0.01, (*) para p<0.05 y (*) para p<0.1

Se observé un efecto inhibidor en la formacion
de biopeliculas en pozos con diclofenaco de
39.4% a la concentracion de 3.125 yM y del
45.9% a la concentracion del 25 yM. Con
metformina (25 uM) también se determind un
efecto inhibidor del 28.7% en comparacién con
el control (Figura 7).

Escherichia coli R4: Pozo
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Figura 7: Formacion de biopeliculas en pozos para Escherichia
coli R4. La nomenclatura se describe asi: Ace (Acetaminofén),
Cap (Captopril), Cet (Cetirizina), Dic (Diclofenaco), Hid
(Hidroclorotiazida), Ibu (lbuprofeno), Lor (Loratadina), Lov
(Lovastatina), Met (Metformina), Nap (Naproxeno), Pro
(Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control). Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, (**) para p<0.01
y (=) para p<0.1.

En sonda duodenal, diclofenaco para este
microrganismo presenté un efecto inhibidor del
46.1% y 57.6% a las concentraciones de 25y
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3.125uM respectivamente. Ademas, 16.3% respectivamente, respecto al control

acetaminofén a 3.125 yM también present6 un (Figura 9).
L o
ef(.ecto inhibidor del 33.7% respecto al control Escherichia coli RM: Pozo
(Figura 8).
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Figura 8: Formacion de biopeliculas en sonda duodenal Levin
FR18 (PVC) para Escherichia coli R4. La nomenclatura se

describe asi: Ace (Acetaminofén), Cap (Captopril), Cet (Cetirizina),

Dic (Diclofenaco), Hid (Hidroclorotiazida), Ibu (Ibuprofeno), Lor
(Loratadina), Lov (Lovastatina), Met (Metformina), Nap
(Naproxeno), Pro (Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control).
Los asteriscos (*) representan el valor de significancia estadistica,
donde (*) para p<0.05.

Escherichia coli RM

En la Tabla 6, se presenta de manera concisa
los resultados relativos a la formacion de
biopeliculas en Escherichia coli RM.

Tabla 6. Efectos de varios medicamentos en la formacion de
biopelicula por Escherichia coli RM.

Propranolol 25 Sonda |Inhibidor -43.00 |31.73 *
Hidroclorotiazida 25 Pozo Inhibidor -31.00 |18.59 rEx
Verapamilo 25 Pozo Inhibidor -21.80 |16.93 *

Captopril 3.125 Pozo Inhibidor -20.89 |12.64 .
Lovastatina 25 Pozo Inhibidor -20.60 |15.70 o
Captopril 25 Pozo Inhibidor -16.30 |19.25 *

Nota: La escala de color indica el efecto del medicamento, el color
azul para un efecto inductor y rojo para efectos inhibidores. Los
porcentajes se expresan como la diferencia respecto al control de
crecimiento (100%). Resultados negativos indican inhibicién. Sd
es la desviacién estandar de los efectos. Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, donde (***) para
p<0.001, (**) para p<0.01, (*) para p<0.05 y () para p<0.1.

En pozos, el captopril a 3.125 yM presenté un
efecto inhibitorio del 20.89%, mientras que
hidroclorotiazida, verapamilo, lovastatina y
captopril a concentracion de 25 uM mostraron el
mismo efecto inhibiendo 31%, 21.8%, 20.6% vy

Tratamientos

Figura 9: Formacion de biopeliculas en pozos para Escherichia
coli RM. La nomenclatura se describe asi: Ace (Acetaminofén),
Cap (Captopril), Cet (Cetirizina), Dic (Diclofenaco), Hid
(Hidroclorotiazida), Ibu (lbuprofeno), Lor (Loratadina), Lov
(Lovastatina), Met (Metformina), Nap (Naproxeno), Pro
(Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control). Los asteriscos (*)
representan el valor de significancia estadistica, donde (***) para
p<0.001, (**) para p<0.01, (*) para p<0.05 y (=) para p<0.1.

En sonda duodenal, el propranolol a la
concentracion de 25 pM tuvo un efecto
inhibitorio del 43% respecto al control (figura 10).
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Figura 10: Formacién de biopeliculas en sonda duodenal Levin
FR18 (PVC) para Escherichia coli RM. La nomenclatura se
describe asi: Ace (Acetaminofén), Cap (Captopril), Cet (Cetirizina),
Dic (Diclofenaco), Hid (Hidroclorotiazida), Ibu (Ibuprofeno), Lor
(Loratadina), Lov (Lovastatina), Met (Metformina), Nap
(Naproxeno), Pro (Propranolol), Ver (Verapamilo) y Ctrl (Control).
Los asteriscos (*) representan el valor de significancia estadistica,
donde (*) para p<0.05.
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4, Discusion

En este trabajo se analizé el efecto de varios
medicamentos sobre 4 aislados clinicos de dos
bacterias patogénicas, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli. La formacién de
biopeliculas, como método de resistencia
desarrollado por bacterias patdgenas, es un
tema de gran interés ya que para el afio 2018
se estimo que alrededor del 65% de infecciones
bacterianas son causadas por este mecanismo
(Ortega-Pena et al., 2019). Aun asi, la influencia
que han tenido los medicamentos no biocidas
sobre dicha resistencia es un asunto que no ha
sido poco explorada en articulos cientificos.

Debido a que muchos antibidticos vy
medicamentos son suministrados a través de
catéteres como primera instancia ante
infecciones recurrentes en pacientes sometidos
a procedimientos quirurgicos, exponiéndolos a
la formacion de biopeliculas en dichos
dispositivos, es de interés los medicamentos
que presentan un mayor efecto en la matriz de
sonda PVC (Aslam, 2008).

En primera instancia, se observé que para
ambos aislados de P. aeruginosa (PA1y PA2),
tanto el captopril como el acetaminofén a 25uM
indujeron la formacion de biopeliculas. Ademas,
en el caso de PA1 también se presentd
promocion en la formacién de biopeliculas en
sondas con verapamilo e ibuprofeno. En este
punto es crucial sefalar la naturaleza de los
medicamentos, captopril y verapamilo son
medicamentos utilizados para tratar la
hipertension o insuficiencia cardiaca (actividad
antihipertensiva), mientras que acetaminofén e
ibuprofeno actuan como analgésicos
(PubChem, 2023).

Resultados de investigacion previas respaldan
estos resultados, como la investigacion
realizada por Cadavid (2018) donde se reportd
que Captopril indujo la formaciéon de
biopeliculas en un 24% en Klebsiella
pneumoniae. Por otro lado, Hathaway (2021)
demostré que, en Mycobacterium abscessus,
Verapamilo posee un efecto como inhibidor de
la bomba de eflujo, por lo que no solo interviene
en la biosintesis y acumulacion de lipidos
durante las etapas iniciales de la formacion de
biopeliculas, sino que también se usa en

sinergismo con diferentes antibioticos. Ademas,
en el caso de los medicamentos analgésicos,
como el Acetaminofén, la exposicion puede
aumentar la masa de biopeliculas, como se
observd en Staphylococcus aureus en
concentraciones menores a 200 uM debido a al
incremento de los componentes no celulares,
como la biopelicula rica en N-acetilglucosamina
(Sultan, et al., 2021). Mientras que el Ibuprofeno
ha demostrado reducir la formacién de
biopeliculas en P aeruginosa PAOT,
confirmando la disminucién de la formacién de
biopeliculas con el mayor efecto inhibitorio a la
concentracién de 480 uM (Dai, et al., 2019).

En el caso de Escherichia coli (ECRM), los
resultados indicaron que el medicamento con
Propranolol a 25 yM inhibio la formacién en un
43%. Este hallazgo coincide con
investigaciones previas que demostraron que
Propranolol, a concentraciones similares,
reduce significativamente Ila formacién de
biopeliculas en las etapas tempranas de
desarrollo en C. albicans (da Silveira et al, 2009).

En el pozo de la microplaca con ECRM se
observd una inhibicion significativa en los
medicamentos de Hidroclorotiazida, Verapamilo
y Lovastatina (25 pM) en un 31%, 21.8% y
20.6% respectivamente. Cabe destacar que
Lovastatina e Hidroclorotiazida son farmacos
utilizados para reducir el colesterol y promover
la excrecién de orina, respectivamente
(PubChem, 2023). Estos resultados podrian
alinearse con investigaciones anteriores, como
el estudio de Zhou et al. (2018), que demostro
que la Lovastatina, sinérgica con el itraconazol,
tuvo un efecto inhibidor significativo en
biopeliculas de C. albicans resistente. Por el
contrario, no hay relacion con los resultados de
Cadavid (2018) donde la evaluacion de
hidroclorotiazida con K. pneumoniae produjo
una induccion en la formacién de la biopelicula
del 51% lo cual demuestra que el efecto
depende del modelo biolégico.

En cuanto a Escherichia coli R4 (ECR4), se
evidencid una inhibicion de biopelicula en la
sonda en ambas concentraciones evaluadas de
Diclofenaco del 57.6% y 46.10% y se observo
inhibicion con el medicamento de Acetaminofén
(3.125 pM) del 33.7%. Estos resultados son
consistentes con hallazgos similares, como el
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reportado por Teheran (2016) donde informé
que el Diclofenaco redujo la formacion de
biopelicula en aislados de K.pneumoniae y E.
coli hasta en un 30%.

Con base en los resultados obtenidos, se puede
inferir que la naturaleza o la actividad
farmacoldgica de los medicamentos empleados
pueden influir en la formacién de biopeliculas.
Sin embargo, esta influencia puede ser
particular para cada especie bacteriana. Si bien
en este caso los dos aislados de Pseudomonas
aeruginosa comparten un resultado de
promocioén en la formacion de biopelicula con
dos de los medicamentos evaluados, estos
pueden variar con otros aislados bacterianos de
diferentes especies o cepas menos resistentes.
En contraste, los dos aislados de Escherichia
coli no presentaron similitud con los
medicamentos que  mostraron  efectos
evidenciados, sin embargo, ECRM reflejé un
efecto inhibitorio a causa de agentes
antihipertensivos y anticolesterémicos.

Adicionalmente, los resultados revelaron
ademas que no se puede comparar el efecto de
los medicamentos entre los cuatro aislados ni
con otras especies bacterianas, debido a la
diferencia en el mecanismo de quérum tanto
para Pseudomonas aeruginosa como para
Escherichia coli.

Por tanto, es necesaria una estandarizacion y
homogenizacion en los métodos utilizados para
la evaluacion, como lo sugiere Allkja, et al
(2020). Ademas, los resultados expuestos en
esta investigacibn abren paso a ser
corroborados por medio de ensayos de
expresion  genética en  investigaciones
posteriores. La comprension de las condiciones
de habitats secundarios, diferentes a los
establecidos en la naturaleza de bacterias,
pueden ejercer una influencia significativa en su
crecimiento y supervivencia, como lo destacan
Petersen & Hubbart (2020) para el caso de
E.coli, se resalta la importancia de comprender
los factores ambientales, como la temperatura,
la insolacion solar, la humedad del entorno y la
disponibilidad de nutrientes.

La extrapolacion de estos estudios al ambito
hospitalario sugieren que condiciones como el
entorno del paciente, género de la persona, la

alimentacion y el estilo de vida pueden generar
presiones de seleccion , dando Ilugar a
respuestas diversas de diferenes aislados de
una misma especie frente a los medicamentos.
En relacién a esto, Johan Bengtsson-Palme et
al. (2017) discuten los factores que contribuyen
al desarrollo y transicibn de la resistencia
bacteriana, incluyendo la movilizacion de genes
de resistencia, la seleccion ambiental y los
costos de aptitud asociados a una presion de
selecciéon  relativamente  fuerte. También
abordan la transferencia horizontal de genes
como un mecanismo fundamental para la
propagaciéon de resistencia a los antibiéticos,
con mayor frecuencia entre bacterias asociadas
a humanos, sugieriendo que un factor de
resistencia se propaga con mayor facilidad
entre comensales y patogenos que entre
bacterias ambientales. Por lo tanto, el riesgo se
encuentra en una mayor exposicion de las
personas entre pacientes que se encuentran en
clinicas o en entornos comunitarios.

Estos enfoques  detallados  permitirian
comprender mas los mecanismos involucrados
en la formacién de biopeliculas y también
explorarian la importancia de estudios
centrados en la respuesta relacionada con el
nicho o la ecologia, estableciendo una conexién
mas profunda con los efectos observados.

5. Conclusiones

De los 12 medicamentos iniciales, 8 (75%)
mostraron un efecto en la formacion de
biopeliculas. Esta investigacion arroja ala luz la
compleja interaccion entre medicamentos no
biocidas y la formacion de biopeliculas cuyo
resultado depende de la especie bacteriana y el
aislamiento evaluado, en este caso se observd
una mayor incidencia a concentraciones de 25
MM en ambas especies evaluadas.

La complejidad de la respuesta a los
medicamentos farmacolégicos en la formacién
de biopeliculas resalta la importancia de
considerar la especificidad de las especies
bacterianas al desarrollar  estrategias
terapéuticas. Una investigacion futura puede
explorar aun mas las interacciones moleculares
y genéticas involucradas en estos procesos
para mejorar la comprension y el manejo de la
resistencia bacteriana mediada por biopeliculas.
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ANEXO 1.

Perfil Pseudomonas aeruginosa 1:

CULTIVO AEROBIOS SECRECION
ESPECIFICACIONES: Pseudomonas aeruginosa #1 N.MC

Pseudomonas aeruginosa

Antibiograma CMI
Amikacina >=5d Resistente
Aztreaonam g8 Sensible
Cefepime 16 Resistente
Ceftazidima >=54 Resistente
Ceftazidima/Avikbactam »=16 Eesistente
Ceftolozano/Tazcbactam »=32 REesistente
Ciprofloxacina »=4 Resistente
Imipenem =16 Resistente
Meropenem 4 Intermedio
PNY
Perfil Pseudomonas aeruginosa 2:
CULTIVO AEROBIOS SECRECION
ESPECIFICACIONES: Pseudomonas aeruginosa #2 N.M.C
Pseudomonas aeruginosa
Antibiograma CMI
Amikacina >=64 Resistente
Aztregonam 4 Intermedio
Cefepime 16 Resistente
Ceftazidima >=64 Resistente
Ceftazidima/Avibactam =16 Resistente
Ceftolozano/Tazobactam =32 Resistente
Ciprofloxacina =4 Resistente
Imipenem =15 Resistente
Meropenem 4 Intermedio
Piperacilina/Tazocbactam »>=128 Resistente
ENY

Perfil Escherichia coli R4:
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Escherichia coli

"El perfil de sensikilidad sugiere presencia de hetalactamasas de

nivel tipo BLEE"™.
Antibiograma

Amikacina
Ampicilina=-Sulbactam
Aztreonam

BLEE

Cefepime

Ceftazidima
Ceftazidima/Avibactam
Ceftolozanc/Tazobactam

iprofloxacina

9]

Ertapenem

Imipenem

Meropenem
Piperacilina/Tazobactam

Tigeciclina

Perfil Escherichia coli RM:

Escherichia coli
Antibiograma

BLEE

Bmpicilina
Ampicilina/Sulbactam
Piperacilina/Tazobactam
Cefazolina

Ceftazidima

Ceftriaxona

Cefepima

Aztreonam

Ertapenem

Meropenem

Bmicacina

Gentamicina
Ciprofloxacino
Tigeciclina
Nitrofurantoina
Trimetoprima/Sulfametoxazol

CMI

<=0,06

WA
1] Il
ol o
b o=
[ B = -] 5%

A
Il
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-~

POS

=
[9%]
[~2

Il
o
[1=9

Il
'_\

ra
S

AN A A A A B B A B YA

Il
= O =D D
o

AN
Il
=3}

>=320

Sensible
Resistente
Sensibkble
Sensikble
Sensible
Sensible
Sensible
Sensikble
Resistente
Resistente
Sensikble
Resistente

Sensible

+
Eesistente
Sensible
Sensible
Eesistente
Eesistente
FEesistente
Eesistente
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Eesistente
Sensible
Sensible
Resistente
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