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Infecciones
asociadas a la
atencion en
salud

Enfermedades
nosocomiales

Unidad de
cuidados
intensivos

Introduccion

1. E.coli
Betalactamasas de clase C
(Amp C)

2. K. pneumonia
Carbapenemases (KPCs)

3. C. freundii
Betalactamasas de tipo

BLEE, AmpCy KPC

4. Proteus spp
Betalactamasas de clase A

5. Salmonella spp

Betalactamasas tipo BLEE

6. Yersinia spp
Betalactamasas

7.  Pseudomonas spp Pe ptld(?S
Bombas de expulsion, la antimicrobianos

transferencia h?'rlzontal de como terapia
genes, produccion de

biopelicula alternativa

8. Adinetobacter spp al tratamiento
Betalactamasas, las PMQR 4

y las bombas de expulsion convencional

9.  Burkholderia spp
betalactamasas clase
AmpC, de bombas de flujo



MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Alteracidon de los transportadores de membrana cierre

Betalactamasas de porinas o disminucion de la permeabilidad de la
hidrolizar el antibidtico, membrana externa
especificamente

Antibidticos
0
00

degradan el anillo

betalactamico

Plasmidos

Ribosoma

Transferencia de genes intercambio de
. informacién genética entre especies vy
| géneros, que codifican para mecanismo
de resistencia

Fuente: propia



ETAPAS DE FORMACION DE LA
BIOPELICULA

Adhesion Maduracién Separacién

Comunicacion celular
(Quoérum Sensing) Matriz

extracelular
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Mediada por proteinas Escaseo de nutrientes o ambiente
de superficie , (PS/A) y sobresaturado

autolisina

Fuente: propia



PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
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PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
LL37
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Logaritmo del numero de

células viables

CURVAS DE CRECIMIENTO
BACTERIANO

Fase Lag Fase estacionaria
Fase exponencial Fase de

. 0 logaritmica . muerte
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Fuente: propia



Objetivo general

Identificar el efecto de los péptidos antimicrobianos LL37-AC1,
LL37-AC-2, D-LL37 y LL-37 en el crecimiento bacteriano de cepas clinicas y
cepas ATCC de bacilos Gram negativos, asi como evaluar la formacion de

biopelicula que producen cada uno de estos microorganismos.
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Evaluar el crecimiento que tienen los bacilos Gram negativo<. coli spp.,
Klebsiella pneumoniae spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp., Proteus
spp., Salmonella spp., Acinetobacter spp., Burkholderia sppy Yersinia spp.,
en presencia de los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC-2, D-LL37 y
LL-37.

Hacer una comparacion entre cada uno de los péptidos utilizados, para
determinar cual de estos tiene mejor efecto inhibitorio, y a que
concentracion minima actuan sobre cada una de las cepas

Evaluar la formacidn de la biopelicula producida por las cepas clinicas y
ATCC de bacilos Gram negativosE. coli spp., Klebsiella pneumoniae spp.,
Pseudomonas spp., Proteus spp., Acinetobacter spp.,



Materiales y métodos
Cepas ATCC y cepas clinicas

Escherichia coli

* E. coli18239

e E. coli nativa
Citrobacter

* C. freundii nativa
Yersinia

* Y. enterocolitica

23715

e Y. kristensenii 33639
Proteus

* P. vulgaris 6380
Pseudomonas

* P. aeruginosa 9027

* P. geruginosa nativa

* P. putida 31483

* P. geruginosa PAO1

Burkholderia
* B. cepacia 25608
Salmonella
* S. enterica serovar
Typhimurium 14028
¢ S. typhi nativa
Acinetobacter
* Acinetobacter sp.
49137
* A. baumannii nativa
Klebsiella
* K. pneumoniae 1705
* K. pneumoniae 1706

N’

E. coli hemocultivo
P. aeruginosa
hemocultivo

K. pneumoniae
hemocultivo



Metodologia curvas de crecimiento

Preparacion de las cepas

Criopreservacion de Escalas McFarland

las muestras

® Por agotamiento en
agar LB por 24 horas a

37°C.

¢ Por duplicado en caldo
LB con 10% de glicerol a

-70°C

oEscalas de 0.5 en 5mL de
caldo LB.

Curvas de crecimiento

HELEB S R et ePor triplicado. Con cada

evolumen fin’al fie SOQp.L, péptido a las diferentes *En el quipo BioScreen C por un
270pL de péptido mas LBy concentraciones y de la cepa periodo de 48 horas
30pL de suspension sin péptido
bacteriana e blanco con 300uLde LB




Analisis estadistico

One-way ANOVA
Two way ANOVA.

Calculo de la desviacion estandar
Coeficiente de variacion
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Significancia estadistica

IC: 95% Bonferroni

LL37-AC1 G D-LL37 LL37
(%) (%) (%) (%)

S5uM ° 94 100 ** 100 100
2.5uM *82,3 100 °¢ 100 100
1.5uM *76,4 100 e 100 100

0.62uM ® 58,8 * 88,2 ee 94 ¢ 100

5uM **20 *e 40 *60 40 *60 20
2.5uM “0 020 e 40 *20 20 20 “0 20
1.5um *e( ee20 ee20 *20 °0 20 ee( 20

0.62puM *e( °e20 ee( °0 °0 *20 oo ( 20



LL-37 y sus derivados

Inhibicion del crecimiento
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ALARGAMIENTO DE LA FASE Lag
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Péptidos 5,6, 7,8,9,10,11y 12

Alargamiento de la fase lag
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METODOLOGIA CRISTAL VIOLETA

La preparacion de las cepas se realiza de la misma forma que en las curvas de
crecimiento.

ePlacas de 96
evolumen final de 200uL, 180uL de caldo BHI (suplementado con glucosa al 1%) y 20uL de suspension bacteriana

Incubacion y
fijacién

Tincion con
cristal violeta

eIncubacién por 24 horas a 37C )
eDespués de este tiempo se descarta el contenido con un golpe seco.
e fijacién con 20uL paraformoaldehido al 4% por 10 minutos. Luego se descarta con un golpe seco y se realizan 3 lavados con agua estéril.
~
#Se adiciona a cada pozo 200pL de cristal violeta al 0.4% por 10 minutos
#Se descarta el contenido y realizan tres lavados con agua destilada estéril para eliminar el exceso de colorante, posteriormente se de ja secar la placa.
J
)
eSe agrega 200uL de 4cido acético glacial al 30%.
eLa lectura se realiza en un lector de microelisa a dos longitudes de onda: 492 nm y 570 nm
J

Control de calidad

* Control positivo: USA300 de Staphylococcus aureus
* Control negativo: Staphylococcus epidermidis 12228
e Control del medio: 3 pozos con caldo BHI



MONTAIJE CRISTAL VIOLETA




RESULTADOS CRISTAL VIOLETA

Formacion de biopelicula a las 24 horas de incubacion

Cepa Promedio de los Tipo de biopelicula
pozos por triplicado

K. pneumoniae 1705 0,238 Débilmente
adherente. 60,00%
. 50,00%
A. baumannii 0,449 Fuertemente 50,00%
adherente. —
& 40,00% 0%
E. coli nativa 0,179 Débilmente p
£ 30,00%
adherente. Y
&
. & 20,00%
P. vulgaris 6380 0,115 No adherente. 12,50%
) 10,00%
P. aeruginosa 9027 2,861 Fuertemente
adherente. 0,00%
Fuertemente Débilmente adherentes No adherentes
. . Ly 1
E. coli hemocultivo 0,188 Débilmente GRS )
TIPO DE BIOPELICULA
adherente.
Klebsiella 0,184 Débilmente
hemocultivo adherente.
Pseudomonas 2,895 Fuertemente

hemocultivo adherente.



RECOMENDACIONES

Debido a que no se realizaron curvas de crecimiento con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11y 12 con todas las cepas ATCC y las cepas clinicas, se recomienda realizar
estos ensayos en futuras investigaciones para tener un panorama completo del
efecto de estos péptidos sobre estos bacilos Gram negativos.

Dado que solo fueron utilizadas 3 cepas clinicas en el estudio, es necesario probar
estos péptidos en mas cepas clinicas para evitar que los resultados se vean
sesgados.

Se recomienda realizar investigaciones que permitan determinar si estos péptidos
intervienen o altera la forma en que las bacterias utilizan las fuentes de carbono
en el medio.

Se sugiere realizar los ensayos de cristal violeta en presencia de los péptidos
utilizados en este estudio para observar si tienen un efecto sobre la formacion o
maduracion de las biopeliculas producidas por estas cepas.



CONCLUSIONES

* Los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y
LL37 tienen la capacidad de alargar la fase lag del
crecimiento bacteriano.

* De los 12 péptidos probados se demostré que los mas
eficientes fueron los péptidos LL37-AC2, DLL37 y LL37, que
mostraron actividad inhibitoria del crecimiento en cepas
ATCC hasta la concentracion de 1.5uM.

* De los péptidos antimicrobianos 5, 6, 7, 8,9, 10, 11y 12, los
péptidos 5 y 11 no tienen actividad bioldgica frente a las
bacterias en estudio.
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