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RESUMEN

Se evalud el efecto del tratamiento fotodinamico (TFD) en cepas de P.
aeruginosa formadoras de biopeliculas. A 26 aislados de P. aeruginosa
provenientes de muestras clinicas se les determind la presencia de
exopolisacarido para la formacion de estas comunidades microbianas a
través de la siembra en agar tripticasa de soja suplementado con 0,02% del
indicador rojo Congo y la formacion de biopeliculas se determiné mediante la
prueba cuantitativa de microplaca. Las cepas con mayor capacidad de formar
biopeliculas se sometieron a diferentes concentraciones de azul de toluidina
O (25, 50, 100 y 200 pug-ml-1) y a radiaciéon con un laser de Helio—Nedn en
tiempos de 2 y 4 min. El TFD se aplicé en las biopeliculas usando las
diversas concentraciones del colorante en combinacién con el laser en los
dos tiempos senalados. El efecto del tratamiento se evalu6é a través del
contaje de unidades formadoras de colonias y con microscopia electronica de
barrido (MEB) para visualizar alguna alteracién en la morfologia de las
biopeliculas. A través del método de rojo Congo se obtuvieron 18 cepas
(69,23%) productoras de exopolisacarido (fenotipo colonias blanco-rosadas)
y 8 (30,77%) no productoras de exopolisacarido (fenotipo colonias rojas). En
la prueba de microplaca todas las cepas formaron biopeliculas fuertes,
evidenciada por la presencia de anillos adheridos a las paredes de los
pocillos tefidos con cristal violeta. El uso de la radiacion laser y las
concentraciones del colorante de manera independiente no tuvieron un
efecto marcado sobre la disminucion de la viabilidad de las bacterias. EI TFD
en las biopeliculas fue mas efectivo a medida que se incrementaron las
concentraciones del colorante y los tiempos de radiacion. El tratamiento mas
eficaz fue la combinacion de las diferentes concentraciones de azul de
toluidina O con un tiempo de radiacion de 4 min, donde se obtuvo una mayor
reduccion en los contajes de células con diferencias estadisticamente
significativas (P< 0,05) en 4 de las 5 cepas tratadas. El estudio con MEB
mostré la presencia de biopeliculas con abundante exopolisacarido rodeando
las microcolonias, bacilos aislados y agregados y pilis. Se evidencio que las
micrografias de MEB correspondientes a las biopeliculas tratadas con
radiacion y con las concentraciones del colorante no presentaron
alteraciones, mientras que con la concentracion de 200 pg-mil-1 del
fotosensibilizador con 4 min de radiacion las biopeliculas presentaron
alteraciones tales como disgregacion de exopolisacarido y reduccién de la
formacion de las microcolonias. Estos resultados demuestran que el TFD
podria representar en un futuro una opcion viable adicional al tratamiento con
antimicrobianos para combatir la formacién de biopeliculas de P. aeruginosa.

Vii



INTRODUCCION

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos
irreversiblemente adheridas a una superficie que producen una matriz de
exopolisacarido y exhiben un estado metabdlico alterado en comparacién al
crecimiento plancténico correspondiente, principalmente con respecto a la
transcripcion y las interacciones entre las células (Lindsay y Holy, 2006).
Particularmente, la interfase aire-liquido proporciona un entorno ideal para la
fijacion y crecimiento de microorganismos (Sanderson et al., 2006). Estas
constituyen una forma de crecimiento protegida que permite la supervivencia
de las bacterias en un medio adverso (Costerton et al., 1999). Aunque la
composicién de la biopelicula es variable en funcion del sistema en estudio,
en general, el componente mayoritario es el agua, que puede representar
hasta un 97,00% del contenido total. Presenta también microcanales por los
cuales circulan agua y nutrientes, ademas la matriz de la biopelicula es un
complejo formado principalmente por exopolisacaridos (Sutherland, 2001).
En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas,
acido desoxirribonucleico (ADN) y diversos productos procedentes de la lisis
de las bacterias (Branda et al., 2005).

La capacidad de formar biopeliculas no parece restringirse a ningun
grupo especifico de microorganismos y, en la actualidad, se considera que
bajo condiciones ambientales adecuadas la inmensa mayoria de las
bacterias, independientemente de la especie, puede existir dentro de
biopeliculas (Anderl et al., 2000; Chole y Faddis, 2003; Post et al., 2004;
Thomas y Nakaishi, 2006). Entre las bacterias capaces de formar

biopeliculas, se encuentran: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,



Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, S. epidermidis y Streptococcus
mutans (Mandell et al., 2000; O’'Toole et al., 2000; Koneman et al., 2008).

El crecimiento sésil depende de la interaccion entre varios factores de la
superficie bacteriana y el sustrato, ademas del medio ambiente que los
rodea. Generalmente las superficies son acondicionadas con una fina
pelicula de moléculas organicas que pueden ser atractivas a los sistemas
quimiotactiles bacterianos y permitir el desarrollo de la biopelicula (Reisner et
al., 2005; Vila et al., 2008).

Tras el acondicionamiento de la superficie ocurre la deposicion y
adhesién reversible de las células bacterianas. Ese fendémeno ocurre
pasivamente por movimiento browniano y simple sedimentacion o por
movimiento activo de bacterias flageladas lo que permite el establecimiento
de interacciones fisicas y electrostaticas entre la superficie bacteriana y el
sustrato (Lindsay y Holy, 2006; Tenke et al., 2006). Conviene resaltar que la
interaccion inicial entre las bacterias y superficies inertes, como material
protésico, puede ocurrir tanto sobre material virgen como sobre material
recubierto con macromoléculas derivadas del hospedador (Vila et al., 2008).
Sin embargo, macromoléculas de los fluidos corporales se adsorben
extremadamente rapido sobre los materiales implantados en el cuerpo
formando la pelicula condicionante (Gorman y Jones, 2003; Tenke et al.,
2006).

La etapa siguiente consiste en la adhesién irreversible, las células se
dividen y colonizan la superficie y las bacterias adheridas crecen formando
microcolonias que son consideradas las unidades fundamentales de una
biopelicula (Lindsay y Holy, 2006). Al alcanzar una densidad de poblacién

determinada, se induce la sintesis de metabolitos secundarios que conlleva a



la produccion del exopolisacarido hasta lograr la maduraciéon de la
biopelicula, que corresponde al crecimiento tridimensional y definicion de una
arquitectura por las interacciones entre las bacterias adheridas (Beloin et al.,
2008). Después, tiene lugar la dispersion de células a otras regiones, lo cual
permite la formaciéon de una nueva colonia o su eliminacion. Inicialmente se
penso que este proceso era pasivo y dependiente de las fuerzas de arrastre
del medio, sin embargo, Lindsay y Holy (2006) sugieren que la dispersion es

un proceso activo y estrictamente regulado por las células adheridas.

Las biopeliculas han sido ampliamente estudiadas durante la ultima
década y P. aeruginosa tiene un interés especial como modelo en el
desarrollo de éstas, por ser un microorganismo muy versatil, capaz de
persistir en ambientes distintos (Lee et al., 2005). Estas biopeliculas ademas
han sido reconocidas por su importancia en infecciones humanas
persistentes entre las que se mencionan: otitis externa, queratitis infecciosa,
pulmonia, fibrosis quistica e infecciones oportunistas (Lyczak et al., 2000;
Nielsen y Osguthorpe, 2006; Gémez y Prince, 2007; Thomas y Geraldine,
2007; Wood y Swanson, 2007).

Las biopeliculas de P. aeruginosa pueden ser de considerable grosor y
su formacién esta regulada por un proceso de quorum-sensing (QS), a través
de la secrecién de moléculas especificas denominadas “autoinductores”,
ademas pueden producir grandes cantidades de exopolisacarido, logrando
presentar una resistencia hasta mil veces mayor que sus correspondientes
bacterias planctonicas, de este modo la caracteristica que mejor distingue las
infecciones cronicas relacionadas con biopeliculas de las infecciones agudas
es su respuesta a tratamientos con antibioticos. Mientras que las infecciones
agudas pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antimicrobiano, las

infecciones por biopeliculas no consiguen ser completamente eliminadas y



producen episodios recurrentes (Stewart y Costerton, 2001; Donlan y
Costerton, 2002; Costerton et al., 2007).

Entre las hipotesis mencionadas para explicar la resistencia de las
bacterias por el desarrollo de las biopeliculas se ha planteado en primer
lugar, la dificultad en la penetracién de los antibidticos, pues éstos pueden
difundir a través de la matriz de la biopelicula e inactivar células atrapadas,
sin embargo, el exopolisacarido se comporta como una barrera fisica para
estas moléculas modificando su transporte al interior lo que ocasiona
resistencia hacia los antimicrobianos. Por otra parte, los exopolisacaridos son
generalmente anidnicos y pueden reaccionar o absorber los antibioticos de
carga positiva, este hecho se ha descrito en biopeliculas de P. aeruginosa,
donde las fluoroquinolonas penetran rapidamente y los aminoglucdsidos de
carga cationica lentamente, ya que se unen a polimeros aniénicos como el
alginato (Mah y O’'Toole, 2001; Walters et al., 2003).

La resistencia también esta asociada al lento crecimiento de las
bacterias en las biopeliculas debido a la limitacién de nutrientes, en especial
aquellas situadas en el interior, con lo cual dejan de ser susceptibles a los
antimicrobianos, pues muchos son activos sobre células en crecimiento. La
penicilina y ampicilina no atacan células que no estén en divisién, otros
antibidticos como las cefalosporinas y aminoglucésidos atacan células en
fase estacionaria, pero son mas activos en células en division. Se ha
determinado también resistencia a tobramicina y piperacilina en P.
aeruginosa, asociada con la disminucion en su velocidad de crecimiento
(Post et al., 2004; Castrillon et al., 2010).

Otro factor que contribuye a la resistencia es la activacion de

respuestas de estrés que producirian modificaciones en la fisiologia de las



bacterias en biopeliculas y la aparicién de fenotipos especificos, producto de
cambios genéticos, que potenciarian mecanismos de resistencia a multiples
antibidticos entre ellos la expresion de enzimas como la R-galactosidasa que
se activa con imipenem y piperacilina en biopeliculas de P. aeruginosa
(Sanclement et al., 2005; Thomas y Nakaishi, 2006).

El tratamiento de las infecciones bacterianas ha tenido, sin embargo, un
progreso considerable a pesar de que el incremento de la resistencia
continua siendo una preocupacion. Por lo que hay una necesidad significativa
de investigar nuevas técnicas antimicrobianas, sobre todo para el tratamiento

de las biopeliculas (Dougherty, 2002).

El tratamiento fotodinamico (TFD) esta basado en el concepto de que
un fotosensibilizador (FS), localizado en la bacteria, principalmente en la
membrana celular, y no en tejidos circundantes, puede ser activado por bajas
dosis de luz de una longitud de onda apropiada para generar radicales libres
y oxigeno singlete capaces de producir el efecto bactericida (Maisch, 2007;

Caminos y Durantini, 2006).

El TFD se ha propuesto como una terapia alternativa para combatir el
incremento de la resistencia a los antibiéticos entre microorganismos
patdgenos (Hamblin y Hasan, 2004). Las primeras observaciones de procesos
fotodinamicos referidos a la inactivacion de microorganismos fueron hechas
por Raab (1900) quién relat6 el efecto mortal de la naranja de acridina y la
luz visible sobre especies de Paramecium caudatum. A pesar de este
hallazgo, la terapia ha sido desarrollada principalmente como un tratamiento
para el cancer (Dolmans et al., 2003) y la degeneracion macular relacionada
con la edad (Brown y Mellish, 2001).



El mecanismo de inactivacién fotodinamica en la bacteria por la
radiacion de luz se lleva a cabo de la siguiente manera: después de la
absorcion de luz por el FS, éste pasa del estado basal (18) a su primer
estado excitado ('S*), del cual puede volver nuevamente a su estado 'S por
reacciones de fluorescencia, o puede pasar al estado triple excitado 3S*
(cruce de intersistema), del cual podria retornar también al estado 'S por
fosforescencia, no obstante, el FS en estado *S* es extremadamente reactivo
debido a su largo tiempo de vida (10'3— 10° s), por lo que puede reaccionar
con otras moléculas. El tiempo de vida del estado 'S* es mas corto (10°-107
s) de manera que no pueden reaccionar con otras moléculas, antes de

retornar al estado basal (Calin y Parasca, 2008).

Los mecanismos por los cuales el estado 3S* del FS puede reaccionar
con el medio bioldgico, en este caso en la bacteria, son: reaccion tipo |,
donde el estado 3S* puede reaccionar directamente con las biomoléculas y
producir radicales libres y/o iones radicales y la reaccion tipo I, donde el
estado 3S* puede reaccionar con el oxigeno molecular y producir oxigeno
singlete (102*) considerado la principal especie responsable de la
inactivacién bacteriana ya que reacciona con una variedad de blancos en la
célula: acidos grasos insaturados en las membranas, enzimas que conducen
a la inhibicion de la glicogendlisis e hipoxia celular, inhibicion de la sintesis de
proteinas y la alteracion del ADN que cambia la transcripcion del material
genético durante la replicacion (efecto mutagénico) que podria ser mortal
para la bacteria (Durantini, 2006; Maisch, 2007; Calin y Parasca, 2008).

Tanto para la reaccion tipo | como para la tipo Il el FS es un elemento
clave. Se conocen mas de 400 compuestos con propiedades de
fotosensibilizacion. La mayoria son colorantes, medicinas y sustancias

naturales. Aunque muchos de estos colorantes pueden tener efectos



antibacterianos inherentes, es generalmente durante la irradiacion cuando se

observa el efecto fotodinamico bactericida (Meisel y Kocher, 2005).

Una clase de FS antimicrobiano empleada con frecuencia son los
colorantes, conocidos como sales de fenotiazina, entre ellos azul de toluidina
y azul de metileno (Gad et al., 2004; Demidova y Hamblin, 2005). Las sales
de fenotiazina son moléculas anfipaticas planas que poseen un atomo de
nitrogeno cuaternario intrinseco y han tenido eficacia fototoxica en
microorganismos como E. coli, S. aureus, estreptococos, Listeria
monocytogenes y Vibrio vulnificus (O’Neil et al., 2003; Phoenix et al., 2003;
Romanova et al., 2003; Wong et al., 2005).

Entre las fuentes de luz usadas para activar el FS se encuentran: laser
de colorante pulsado KTP (Potasio, Titanio, Fosfato), de Neomidio (Nd/YAG)
y el de Helio-Nedn (He-Ne) (Kubler et al., 2005; Pieslinger et al., 2006). Hasta
ahora, los dos sistemas de laser principalmente usados para la inactivacion
fotodinamica de las bacterias son el laser de He-Ne y el laser de diodo. El
primero ha sido usado para la inactivacion fotodinamica de S. aureus y P.
aeruginosa usando azul de toluidina como FS con resultados satisfactorios
(DeSimone et al., 1999; Komerik et al., 2000).

El TFD es conocido por su eficacia en la eliminacién de virus, bacterias
y hongos por lo que se ha propuesto como una terapia para infecciones
microbianas localizadas (Hamblin y Hasan, 2004). Aun no se conoce el
desarrollo de resistencia al TFD y al parecer es poco probable que se pueda
desarrollar, ya que la actividad bactericida del TFD se debe al oxigeno
singlete y otras especies reactivas como los radicales hidroxilos que afectan
multiples blancos en la célula bacteriana (Bhatti et al., 1998; Lauro et al.,
2002).



Los trabajos sobre la inactivacién fotodinamica de las bacterias se
iniciaron a mediados de 1960. Macmillan et al. (1966) emplearon azul de
toluidina O para eliminar bacterias, algas y levaduras, donde reportaron un
99,00% de erradicacion de las bacterias ensayadas, después de 30 min de
exposicion a un laser de gas. Posteriormente, Bellin et al. (1969) sugirieron
que este colorante actua como FS sobre la membrana celular y Decraene et
al. (2006) sefialaron que el mismo incrementa la permeabilidad de la

membrana y afecta el ADN bacteriano.

Las cargas positivas de los FS parecen promover una interaccion
electrostatica con las cargas negativas de la membrana de la bacteria Gram
negativa aumentando la eficacia de los procesos de fotoinactivacion (Hamblin
y Hasan, 2004). En este sentido, los FS cationicos como azul de toluidina O y
azul de metileno, han demostrado ser fototoxicos en biopeliculas y
suspensiones de P. aeruginosa, asi como de otros bacilos Gram negativos
con radiaciones de luz roja (Komerik y Wilson, 2002; EI-Adly, 2008; Street et
al., 2009). Ademas el TFD usando azul de toluidina O en combinacién con un
laser de He-Ne ha reducido la virulencia de las proteasas de P. aeruginosa
(Komerik et al., 2000; Sharma et al., 2005).

Segun la revisidon hecha, en Latinoamérica no se hallaron estudios en
los cuales se aplique el TFD en el area de microbiologia, no obstante en
algunas investigaciones se han empleado otras técnicas alternas a la
utilizacion de antibidticos para eliminar la formacion de biopeliculas
(Rodriguez et al., 2005; Damas, 2007).

En Venezuela, investigaciones realizadas por Ponce (2010) en Cumana
reportd la formacién de biopeliculas por cepas de K. pneumoniae y P.

aeruginosa de origen intrahospitalario. Barreto et al. (2009) en la ciudad de



Mérida indicaron que cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes
recluidos en el Hospital Universitario de Los Andes, formaron biopeliculas
independientemente de sus patrones de susceptibilidad antimicrobiana, esto
demuestra entonces la necesidad de aplicar nuevas técnicas que permitan la
eliminacion de estas comunidades microbianas que promueven la

persistencia de las infecciones en los pacientes.

En la busqueda de estas nuevas opciones en la terapia antimicrobiana,
el TFD podria ser una alternativa, ya que ofrece ventajas en cuanto a un
corto tiempo de incubacion con el FS, efecto rapido de eliminacion de los
microorganismos, atenuacion de factores de virulencia, alto margen de
seguridad terapéutica, y costo relativamente bajo. Es por eso que en este
trabajo se evalué el efecto del TFD con azul de toluidina O sobre la formacién
in vitro de biopeliculas por P. aeruginosa, lo que permitiria contribuir como

una nueva alternativa en el tratamiento de infecciones microbianas.



METODOLOGIA

Poblacién y muestra

En este estudio se analizaron 26 cepas identificadas como P.
aeruginosa (Cabeza, 2010) mediante pruebas bioquimicas, provenientes de
muestras clinicas de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (HUAPA) de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
suministradas por el “Laboratorio de Investigacion Bacteriologica del

Departamento de Bioanalisis” de la Universidad de Oriente.

Viabilidad y Confirmacién de las cepas

La pureza y viabilidad de las cepas se verificO mediante su reactivacion
en caldo tripticasa de soja (CTS) y posteriormente la siembra en agar
tripticasa de soja (ATS) y agar Mac Conkey, incubadas por 24 h a 37°C. La
confirmacion de las cepas de P. aeruginosa se llevé a cabo a través de la
realizacion de pruebas bioquimicas: kligler para verificar el caracter no

fermentador de azucares, oxidasa y crecimiento a 42 °C.

Preparacion de los inoculos

A partir de las colonias crecidas en ATS, se realizaron cultivos de las
mismas en CTS y se dejaron crecer a 37°C por 24 h. Posteriormente, se
realizaron diluciones en un CTS estéril para estandarizar los indculos hasta
contener entre 5x10” y 1x10® células: mlI" y se leyeron sus densidades
Opticas a 546 nm (DOs46). A partir de las suspensiones estandarizadas, se
realizaron nuevamente diluciones 1:100 de cada cepa en CTS para llevar a

cabo los ensayos posteriores (Passerini et al., 2007).
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Determinacion de la presencia de exopolisacarido en la formacién de
biopelicula através de la adherencia al rojo Congo

Se tomaron 100 pl de la dilucion 1:100 de cada inéculo estandarizado y
se sem- braron por rastrilleo con espatula de vidrio en placas de ATS con
0,02% del indicador rojo Congo que se incubaron por 18 h a 37°C. Se
tomaron como cepas productoras de exopolisacarido alginato aquellas que
presentaron colonias blanquecinas o rosadas y como no productoras las

observadas de color rojo (Bravo et al., 2005).

Formacion de biopelicula en microplaca

Para este ensayo, se tomaron 200 pl de la dilucién 1:100 de los
indculos estandarizados y se trasvasaron a los pocillos de una microplaca
que se incubd durante 24 h a 37°C. Se estimo el total de biomasa celular
midiendo la DOs4 con un lector de microplacas modelo El; 800.
Posteriormente, las suspensiones bacterianas se decantaron y los pocillos se
lavaron con agua destilada a fin de eliminar las células no adheridas. Luego,
se afiadieron 200 pul de cristal violeta al 1,00% a los pocillos y se dejaron
durante 30 min. La biopelicula tefida se aclar6 con agua destilada y se
disolvié con 200 ul de etanol al 95,00%. La cantidad de biopelicula se
cuantificd por la medicion de la DOsg46 de la suspension coloreada con cristal
violeta. Cada cepa se analizo por triplicado. Se utilizaron controles negativos
(DOC). El corte se definié como tres desviaciones estandar por encima de la
media de DOC. Cada cepa se clasifico de la siguiente manera: (Passerini et
al., 2007).

Productor débil de biopelicula DO < 2xDOC
Productor moderado de biopelicula  2xDOC < DO <4xDOC
Productor fuerte de biopelicula DO > 4xDOC
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Aplicacién del tratamiento fotodindmico de las biopeliculas formadas en
la microplaca

Para determinar el efecto del TFD en las biopeliculas de P. aeruginosa
se utilizd6 el método descrito por Sharma et al. (2008), para tal efecto se

empled un fotosensibilizador y una fuente de emision de luz.

Preparacion del fotosensibilizador

El agente fotosensibilizador que se usé para este estudio fue el azul de
toluidina O, el cual se preparé como una solucion stock de 1 mg:ml™ de agua
destilada. Se almacen6 en la oscuridad y a temperatura ambiente. Se
realizaron diluciones a partir de la solucion stock en buffer fosfato salino

(BFS) para obtener concentraciones de 25, 50, 100 y 200 ug-ml™.

Fuente de luz

Como fuente de luz se utilizé un sistema de laser de gas de Helio-Neon
(He-Ne) modelo de serie 1108P cuya longitud de onda fue 633 nm, la cual se
encuentra dentro del rango de maximo nivel de absorcidn del agente

fotosensibilizador escogido (620-638 nm). La potencia del laser fue 5 mw.

Procedimiento de la técnica

La técnica se aplicod solo a aquellas cepas que presentaron los niveles
mas altos de DO de la biopeliculas disueltas y coloradas con cristal violeta.
Se cultivd cada cepa bacteriana en 3 hileras de 5 pocillos de una microplaca
por 24 h a 37°C, a fin de visualizar las biopeliculas. Esta prueba se realiz6é en
dos microplacas, donde en una de ellas se colocé en el fondo de cada pocillo
un papel de filtro con el fin de observar el efecto del tratamiento fotodinamico

en las biopeliculas mediante microscopia electronica de barrido.
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Para la primera microplaca se procedid de la siguiente manera: el
primer pocillo de la primera hilera se tom6 como control experimental numero
1 (sin luz, ni colorante) y se le agregd 100 pl de BFS, el primer pocillo de la
segunda y tercera hilera se tomaron como controles experimentales numero
2y 3, respectivamente y se les agregaron también 100 ul BFS y radiacién de
luz (por un tiempo de 2 y 4 min, respectivamente). Se afadieron a
continuacion 100 pl de azul de toluidina O de las concentraciones respectivas
en los pocillos restantes de las tres hileras y se incubé la microplaca durante
30 min a temperatura ambiente y en la oscuridad. Luego, se irradid la
segunda hilera de pocillos con el laser de He-Ne a una longitud de onda de
633 nm por 2 min y la tercera hilera se irradié por 4 min, posteriormente, se
removio el azul de toluidina O cuidadosamente. Todos los pocillos coloreados
se lavaron una vez con 200 pl BFS. Se removieron las biopeliculas
suavemente de las paredes de los pocillos con un palillo de madera
(previamente esterilizado en autoclave) y luego se agité levemente la
microplaca por 20 s para homogeneizar las biopeliculas. Se realizaron
diluciones seriadas de las mismas en BFS desde 107" hasta 10‘6, las cuales
se sembraron en placas con ATS y se incubaron por 24 h a 37°C para
determinar el numero de unidades formadoras de colonias (UFC).

En la segunda microplaca, se siguié el mismo protocolo para la
aplicacion del TFD, solo que después de los periodos de radiacion, se retird
el papel de filtro que contenia la biopelicula de cada uno de los pocillos para

el procesamiento por microscopia electronica de barrido.

13



Observacioén de las biopeliculas por Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB)

Una vez retirado el papel de filtro de la microplaca, éste se fijo con
2,50% de glutaraldehido por 1 h a 4°C. Luego de retirar el glutaraldehido, se
realizaron tres lavados continuos de 5 min con buffer cacodilato a un pH de
7,4. Posteriormente, se post-fijaron las muestras con tetroxido de osmio al
1,00% por 2 h. Después, se realizaron nuevamente 3 lavados continuos de 5
min con agua destilada. A continuacion, las muestras se deshidrataron
usando concentraciones crecientes de etanol (50,00; 70,00; 80,00; 90,00;
95,00 y 100,00%) durante 15 min, se deshidrataron en el secador de punto
critico y se colocaron sobre una base. Finalmente, los especimenes se
cubrieron con Cromo y se examinaran con un MEB HITACHI modelo S—-800—
FE. La interpretacion de las observaciones se realizaron por la visualizacion
del efecto del TFD entre las muestras tratadas y sus respectivos controles

experimentales (Ong et al., 2008; Sharma et al., 2008).

Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre las muestras tratadas y sus
respectivos controles experimentales se aplicé una prueba no paramétrica o
Kruskal Wallis (Siegel y Castellan, 1995), con el uso del programa
Statgraphics plus version 4.1. Se consideraron estadisticamente significativos

los valores de P< 0,05.

14



RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de biopeliculas en P. aeruginosa ha sido estudiado por
algunos autores mediante la técnica de tincion especifica con rojo Congo
debido a que este colorante induce una morfologia colonial caracteristica en
las cepas segun produzcan o no exopolisacarido. Ademas, el rojo Congo ha
sido reconocido también, por la capacidad de unirse a otros componentes de
la matriz extracelular, lo cual ha permitido a varios investigadores evaluar de

igual manera la formacion de biopeliculas en las bacterias.

De las 26 cepas sembradas en agar tripticasa de soja con rojo Congo, a
las 18 h se observé que 18 (69,23%) fueron productoras de exopolisacarido,
caracterizadas por tener colonias rosadas, lisas y mucosas (fenotipo A) y 8
(30,77%) no produjeron exopolisacarido, presentando colonias rugosas, rojas

y brillantes (fenotipo B) (Figura 1).

(-

Figura 1. Produccion de exopolisacarido en cepas de P. aeruginosa
cultivadas en agar tripticasa de soja suplementado con 0,02% de rojo Congo.
A) Cepa Pa14 productora de exopolisacarido. B) Cepa Pa1 no productora de
exopolisacarido.

En la Tabla 1 se muestran los fenotipos obtenidos de las cepas segun
la procedencia de las muestras, donde se observdé que las cepas que
presentaron fenotipo liso procedian de areas como Observacion adulta y
pediatrica, sin embargo las cepas de fenotipo rugoso procedian de las

Unidades de cuidados intensivos (UCI), Retén y Hospitalizacion pediatrica
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(HP), en las cuales el paciente generalmente cursa con un largo periodo de

hospitalizacion y amerita tratamientos estrictos.

Tabla 1. Fenotipos de las cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes
hospitalizados obtenidos a partir de la siembra en agar tripticasa de soja
suplementado con 0,02% de rojo Congo.

Cepas Procedencia Fenotipo
Pa1 UCI-P B
Pa2 UCI-P B
Pa3 Retén B
Pa4 UCl B
Pa5 OoP A
Pa6 OA A
Pa7 MED-C A
Pa8 OoP A
Pa9 OA A
Pa10 OoP A
Pa11 OA A
Pa12 HP B
Pa13 ucCl B
Pa14 OA A
Pa15 OA A
Pa16 OA A
Pa17 OP A
Pa18 OA A
Pa19 OA A
Pa20 DIALISIS A
Pa21 AMBULATORIO A
Pa22 MED-C A
Pa23 MED-C A
Pa24 OA A
Pa25 UCl B
Pa26 UCl B

A: Fenotipo liso. B: Fenotipo rugoso. HP: Hospitalizacién pediatrica. MED-C: Medicina-C.
OA: Observacion adulta. Observacion pediatrica. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos. UCI-
P: Unidad de Cuidados Intensivos Pediatrico.
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Callicé et al. (2004) en un estudio realizado con 18 cepas de P.
aeruginosa, procedentes de muestras clinicas de pacientes atendidos en tres
hospitales de la ciudad de la Habana, Cuba, por el método de rojo Congo,
reportaron un 72,00% de colonias productoras de exopolisacarido, resultados
similares al obtenido en este estudio. Rakhimova et al. (2008) en un estudio
realizado en una cepa de P. aeruginosa denominada TBCF10839 causante
de fibrosis quistica, sembrada en agar luria—bertani con rojo Congo
observaron caracteristicas fenotipicas similares a lo obtenido en esta
investigacion, donde reportaron la presencia de colonias lisas y rosadas

(fenotipo A).

La incapacidad del colorante para unirse con el exopolisacarido se debe
a que este ultimo es un copolimero lineal negativamente cargado y el rojo
Congo es un colorante anionico, por lo que se genera una repulsion entre las
cargas negativas y origina que las colonias productoras de exopolisacarido

no absorban el colorante (May y Chakrabarty, 1994; Callico et al., 2004).

El alginato es generalmente referido como un componente importante
de la matriz de biopeliculas de cepas mucoides de P. aeruginosa
principalmente de aquellas formadas durante la infeccion con fibrosis
quistica, ya que parece proteger a esta bacteria de las consecuencias de la
inflamacion, dado que neutraliza los radicales libres liberados por los
macrofagos y proporciona también proteccion contra la fagocitosis,
probablemente debido a que constituye una barrera fisica y quimica a la
bacteria, por lo que la produccién de alginato se considera un importante
factor de virulencia en P. aeruginosa (Govan y Deretic, 1996; Pier, 1998;
Calllico et al., 2004).
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Plata et al. (2004) y Ryder et al. (2007) sugieren que
independientemente de la expresidn de alginato, otros componentes en la
matriz podrian ser necesarios para la formacion de biopeliculas in vitro por
cepas no mucoides de P. aeruginosa. Al respecto en este estudio, se
obtuvieron colonias rugosas y rojas que no correspondieron a cepas
productoras de alginato sino probablemente a la presencia de otros

componentes presentes en la matriz.

Friedman y Kolter (2004a) sugieren que polisacaridos ricos en glucosa
son codificados por un grupo de genes denominados pel (nombre que deriva
de pellican, biopelicula formada por Pseudomonas en la interfase agua-aire)
y serian los principales componentes de la matriz, responsables ademas de
inducir la rugosidad en las colonias. También sefalan en otro estudio
(Friedman y Kolter, 2004b) que otros monosacaridos presentes en la matriz
de P. aeruginosa no mucoides como son mannosa, galactosa y trazas de
xilosa son codificados por los genes psl (polysaccharide synthesis locus) y
estan vinculados también con la observacidon de nuevos fenotipos en

Pseudomonas.

La variacion fenotipica reportada en esta investigacion (fenotipo A y B),
probablemente se deba a diferencias genéticas entre las cepas de P.
aeruginosa como se ha visto en las investigaciones de Friedman y Kolter
(2004a; b) producto de mutaciones espontaneas o mediadas por
transposones (D’Argenio et al.,, 2002), que le permiten adaptarse
rapidamente y sobrevivir cuando el medio ambiente cambia de condiciones,
por lo que la poblacion bacteriana puede variar fenotipicamente como por
ejemplo, al encontrarse en condiciones de limitacién de nutrientes y aumento

del estrés oxidativo que son factores causantes del cambio a un fenotipo
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rugoso en colonias de P. aeruginosa presentes en pacientes con fibrosis

quistica (Haussler et al., 2003).

La capacidad de las cepas de P. aeruginosa de formar biopeliculas se
determind mediante el ensayo en microplaca de poliestireno. Sin embargo
para evaluar si el grado de turbidez en el crecimiento de la bacteria
(biomasa) esta relacionado con la formacién de biopeliculas, se determind
previo al tratamiento con cristal violeta las densidades Opticas de los cultivos.
Como el tamano de las células microbianas en un cultivo puro es casi
constante, el grado de dispersion es directamente proporcional a la biomasa
presente e indirectamente relacionado con el numero de células (Prescott et
al., 2004). En la Figura 2 se aprecia el total de biomasa celular antes de la
tincidn con cristal violeta. La biomasa celular se determiné por el crecimiento

a una densidad optica a 546 nm (DOsge).
2.

1,5-
E
S10-
©

o)
99 -
o

0
C1 23456 78 910111213141516 171819 20 2122 23 24 25
Cepas

Figura 2. Estimacion de la biomasa celular en base a las densidades opticas
de las cepas de P. aeruginosa cultivadas en la microplaca de poliestireno
durante 24 h a 37°C. C: control negativo. DOC= 0,08. Las barras representan
el valor promedio de las tres lecturas de DO546 que se obtuvieron para cada
cepa.

Las densidades opticas obtenidas para las cepas correspondieron a los

respectivos niveles de biomasa celular de cada una de ellas. Las lecturas
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obtenidas mostraron que las cepas Pa5, Pa6, Pa7, Pa8, Pa9, Pa10, Pa11,
Pa15 y Pa16 tuvieron las mayores cantidades de biomasa, cercanas a una
DO= 2,00, mientras que las mas bajas fueron para las cepas Pa1, Pa3, Pa4,
Pa13, Pa25 y Pa26, con DO= 1,00 aproximadamente. Puede observarse
también que las cepas con altas lecturas pertenecieron al fenotipo A (liso) y
las cepas con menor biomasa correspondieron al fenotipo B (rugoso). Estas
elevadas lecturas pudieron deberse, tal vez, a que estas cepas presentaron
mayor turbidez y mucosidad, asociado a la presencia de gran cantidad

alginato, lo cual probablemente pudo influir y elevar el valor en sus biomasas.

Para cuantificar la formacion de biopelicula adherida a los pocillos de la
microplaca se realizd la coloracion con cristal violeta, luego se disolvid la

biopelicula coloreada y se midié su DO a 546 nm (Figura 3).
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Figura 3. Estimacion de la formacién de biopeliculas por cepas de P.
aeruginosa cultivadas en microplaca de poliestireno por 24 h a 37°C
coloreadas con cristal violeta. C: control negativo. DOC= 0,08. Productora
débil de biopelicula: DO < 0,16, moderada: 0,16 < DO < 0,32 y fuerte: DO >
0,32. Las barras representan el valor promedio de las tres lecturas de
DOCV546 que se obtuvieron para cada cepa.

Los resultados obtenidos de las lecturas de las densidades opticas

mostraron que todas las cepas de estudio fueron productoras de biopeliculas
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fuertes, con lecturas de DO> 0,32 (0,95-2,39). La formacion de biopeliculas
se evidencio también por la presencia de anillos tefidos con cristal violeta en
los pocillos de la microplaca (Apéndice A). Cabe destacar que 6 cepas (Pa5,
Pa6, Pa8, Pa10, Pa11, Pa15 y P16) que presentaron los indices mas altos de
biomasa o DO en sus lecturas iniciales, al realizar la mediciéon de sus
densidades Opticas de las biopeliculas formadas y coloreadas con cristal
violeta, se encontré que sus niveles de DO eran menores que las lecturas
iniciales, sin embargo cepas que mostraron niveles mas bajos de DO
inicialmente (Pa1, Pa3, Pa4, Pa13, Pa25 y Pa26) presentaron valores mas
altos después de la tincién con cristal violeta. Los resultados obtenidos en
esta etapa del estudio podrian sugerir que la capacidad de formar

biopeliculas no fue directamente proporcional a la biomasa celular.

La formacién de biopeliculas in vitro por P. aeruginosa fue demostrada
también por O’'Toole y Kolter (1998) quienes reportaron que las estructuras
como pilis y flagelos eran importantes para los primeros estadios de
formacion de biopeliculas, ya que la motilidad, otorgada por los flagelos,
ayudaria a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de
adhesion (Nazar, 2007), ademas la unidén de las bacterias a una superficie
ocurre mas facilmente en aquellas que son hidrofébicas como plasticos y
teflon, que en superficies hidrofilicas como vidrios y metales, lo cual podria
explicar la habilidad de P. aeruginosa para formar biopeliculas en la

microplaca de poliestireno.

Por otro lado, la capacidad de formar biopeliculas en los pocillos de la
microplaca por las cepas que no produjeron alginato, se relaciona con lo
reportado por Nivens et al. (2001) quienes informaron que ciertas cepas de

P. aeruginosa no productoras de alginato eran capaces de formar
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biopeliculas in vitro. Asi mismo, Plata et al. (2004) en un estudio informaron
que aunque el alginato es un componente importante en las biopeliculas de
P. aeruginosa, su produccion no es esencial para la formacion de éstas. Asi,
todos los resultados obtenidos para esta prueba en esta investigacion, se
relacionan con lo reportado en el método de rojo Congo, ya que tanto las
cepas productoras de alginato como las no productoras formaron biopeliculas

en los pocillos de la microplaca.

Para la aplicacion del TFD se seleccionaron 5 cepas de P. aeruginosa
(Pa20, Pa21, Pa22, Pa23 y Pa24), las cuales presentaron los niveles mas
altos de tincién con cristal violeta. En la Figura 4 se muestra el efecto de la
radiacion laser a los 2 y 4 min de exposicién sobre el contaje de UFC de

cada cepa con respecto a sus controles.
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Figura 4. Efecto de la radiacion laser durante 2 y 4 min en la cuenta de
viables de las cepas correspondientes a las biopeliculas de P. aeruginosa
con respecto a sus controles. UFC: unidades formadoras de colonias.
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Se observo que las cepas ensayadas presentaron contajes por encima
de 61:10° UFC: ml". Para Pa20 y Pa21 se observaron reducciones en la
cuenta con respecto a sus controles, en los 2 tiempos sefalados, dicha
reduccion se acentué mas a los 4 min de radiacion en estas dos cepas,
mientras que en el contaje de las cepas Pa22-Pa24 no se evidenciaron
disminuciones marcadas en la viabilidad al comparar los contajes con sus
respectivos controles en los dos tiempos de radiacion, sin embargo al aplicar
la prueba de Kruskal Wallis se aprecié que aunque las cepas Pa20 y Pa21
mostraron reducciones, éstas solo fueron estadisticamente significativas para
Pa21 con respecto a su control (Tabla 2), por lo que la radiacién fue mas
efectiva en la reduccion de la viabilidad de esta cepa en comparacion con las
demas, esto significa que la radiacion por si sola no tuvo un efecto eficiente
en la disminucion del crecimiento ya que éste no fue constante, debido a que
no fue eficaz en la reduccion del contaje de viables de todas las cepas
tratadas en los dos tiempos de radiacion.

Tabla 2. Significancia estadistica de las biopeliculas sometidas a radiacion
laser.

Cepas KW Valor de P
Pa20 4,71 0,09
Pa21 5,60 0,04*
Pa22 6,25 0,06
Pa23 0,21 0,89
Pa24 2,22 0,32

KW: Contraste de Kruskal Wallis utilizada para los calculos estadisticos. (*): diferencia
estadisticamente significativa.

La disminucién en la viabilidad, obtenida para las biopeliculas tratadas
con radiacion puede relacionarse con la produccion y secrecion de
piocianina, pigmento producido por P. aeruginosa, que tiene un maximo de

absorcion a una longitud de onda de 680-690 nm y ha demostrado tener
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propiedades de fotosensibilizador cuyo rango de longitud de onda es cercano
al emitido por el laser de He—Ne usado en este estudio (633 nm), por lo que
se consider6 que este pigmento pudo haber actuado como un
fotosensibilizador que al ser excitado por el laser generaron las reacciones
que inactivaron las biopeliculas de P. aeruginosa con la reduccion de la
cuenta viable, lo cual ha sido reportado anteriormente por Wainwrihgt et al.
(2002) y Street et al. (2009) en biopeliculas de esta bacteria en conjunto con

la radiacion laser.

Al aplicar las diferentes concentraciones de azul de toluidina O en las
biopeliculas se observd que se presentaron variaciones en el contaje de UFC
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto de las concentraciones de azul de toluidina O en la cuenta
de viables de las cepas correspondientes a las biopeliculas de P. aeruginosa
con respecto a sus controles. UFC: unidades formadoras de colonias.

El efecto de las concentraciones de azul de toluidina O en las
biopeliculas de P. aeruginosa se proboé en las cepas Pa20, Pa21 y Pa22. Se
observd que a partir de sus controles el recuento disminuyd con la

concentracion de 25 pg'ml™ de azul de toluidina O y aumentd ligeramente
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con 50 y 100 pg-ml™”", con 200 ug-ml™ nuevamente se presenté una reduccién
principalmente para la cepa Pa20, sin embargo a pesar de las reducciones
obtenidas, éstas no fueron estadisticamente significativas (Tabla 3) lo cual
significa que este colorante por si solo a pesar de reducir la viabilidad en las
concentraciones probadas en este estudio, aun no puede considerarse un
eficaz agente antibacteriano, sin embargo, al obtenerse cierto grado de
reduccion en la viabilidad, esto podria sugerir que tal vez con el empleo de

concentraciones mayores se obtendrian mejores niveles de reduccién.

Tabla 3. Significancia estadistica de las biopeliculas sometidas a
concentraciones de azul de toluidina O.

Cepa KW Valor de P
Pa20 8,21 0,08
Pa21 1,11 0,50
Pa22 2,34 0,80

KW: Contraste de Kruskal Wallis utilizada para los célculos estadisticos.

En un estudio realizado con azul de toluidina O, Wong et al. (2005)
reportaron inhibicion de crecimiento bacteriano cuando aplicaron
concentraciones de 100 pg'ml" del colorante en heridas de ratones
infectadas con Vibrio vulnificus después de 2 h de incubacién con el mismo
sin la exposicion de luz. Sin embargo, en este estudio la incubacion del azul
de toluidina O en las biopeliculas fue por 30 min, lo cual tal vez pudo haber
influenciado de alguna forma en la accion eficaz de éste. La incapacidad de
otro colorante perteneciente a la misma familia que el azul de toluidina O, el
azul de metileno, para actuar como un agente fotosensibilizador
antimicrobiano por si mismo fue reportada por Chan y Lai (2003) quienes
emplearon 0,01% de azul de metileno y no informaron efecto alguno de este

fotosensibilizador en los microorganismos que ensayaron.
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Al aplicar el TFD con 2 y 4 min de radiacion conjuntamente con las
diferentes concentraciones del colorante, se obtuvieron disminuciones en los

contajes de UFC de las cepas estudiadas (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del tratamiento fotodinamico con las concentraciones de azul
de toluidina O en combinacién con radiacion laser durante 2 y 4 min en la
cuenta de viables de las cepas correspondientes a las biopeliculas de P.
aeruginosa. A) Pa21. B) Pa22. C) Pa23. D) Pa24. UFC: unidades formadoras
de colonias.
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Para la cepa Pa21 se observé que la concentracion de 200 ug-ml™” fue
la mas eficiente en la reduccion de la cuenta viable, mientras que las menos
efectivas fueron 25, 50 y 100 ug-ml” para 2 min de exposicién al laser, no
obstante estas concentraciones redujeron el contaje de forma inversamente
proporcional a los 4 min de radiacién. En la cepa Pa22 se evidencio que con
100 y 200 pg-ml" (en ambos tiempos) disminuyé la viabilidad de la
biopelicula y con 50 ug-ml™”" se redujo el contaje marcadamente a los 4 min,
mientras que a la misma concentracién pero con 2 min no hubo una mayor
reduccion. La concentracién de 25 pg-ml™ fue la menos efectiva nuevamente.
Las cepas Pa23 y Pa24 con 100 y 200 pg-ml” fueron las concentraciones
mas eficaces para reducir la cuenta de viables con respecto a sus controles.
Mientras que con 25y 50 de ug-ml™” no se produjeron mayores declives en la
viabilidad. Como se observéd el TFD con 2 min para las cepas Pa21-Pa24
presento reducciones en los contajes, sin embargo el TFD para los 4 min de
radiacion  reportdé mayores reducciones y diferencias estadisticamente
significativas en las cuatro cepas (Tabla 4) por lo que se considerd el

tratamiento mas efectivo.

Tabla 4. Significancia estadistica de las biopeliculas sometidas a tratamiento
fotodinamico con 2 y 4 min de radiacion.

Tratamiento Fotodinamico (2 min) Tratamiento Fotodinamico (4 min)

Cepas KW Valor de P Cepas KW  Valor de P
Pa21 6,54 0,08 Pa21 7,70 0,04*
Pa22 2,98 0,40 Pa22 9,72 0,02*
Pa23 3,56 0,31 Pa23 10,45 0,02*
Pa24 0,96 0,81 Pa24 9,05 0,03*

KW: Contraste de Kruskal Wallis utilizada para calculos estadisticos. (*): diferencias
estadisticamente significativas.
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El efecto del TFD fue dependiente de las concentraciones del colorante
y de los tiempos de radiacidn, ya que a medida que se incrementaron estos
dos parametros se produjo una mayor disminucién de la cuenta de viables de
las biopeliculas tratadas. Esto es consistente con lo reportado por Street et
al. (2009) quienes redujeron la viabilidad de biopeliculas de P. aeruginosa de
24 h en un 99,00% con una exposicion a un laser de diodo de 670 nm por 30
s y azul de metileno como fotosensibilizador (0,1 g-ml"), después la
reduccion fue de un 99,99% con la segunda exposicion al laser (1 min). En
ese mismo estudio redujeron la viabilidad de biopeliculas de Pseudomonas
de 48 h mas del 99,99% tanto con un tiempo de radiacion (30 s) asi como al
duplicar dicho tiempo. En cultivos planctonicos de P. aeruginosa, Tseng et al.
(2009) informaron que al aumentar las concentraciones de azul de toluidina
O (0,5-50 pmol'ml") y la exposicién a un laser de diodo por un tiempo
constante de 30 min lograron la erradicacion de tres cepas multirresistentes y

de una susceptible a antibidticos.

Para la cepa Pa20 también se observaron reducciones en la viabilidad
con el TFD (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del tratamiento fotodinamico con las concentraciones de azul
de toluidina O en combinacién con radiacion laser durante 2 y 4 min en la
cuenta de viables de la cepa Pa20 correspondiente a la biopelicula de P.
aeruginosa. UFC: unidades formadoras de colonias.
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En la cepa Pa20, aunque se observaron reducciones en el contaje
después del TFD, el comportamiento de ésta presentd variaciones con
respecto a las cepas Pa21-Pa24 sometidas al mismo tratamiento, razén por
la cual se presenta su resultado aparte. EI TFD para los 2 min de radiacion
en la cepa Pa20 mostré una reduccion en la concentracion de 25 ug-ml™” de
azul de toluidina O, con respecto al contaje de su control, con 50 y 100 ug-ml’
' también se observaron disminuciones, similares entre ambos recuentos y
en 200 pg-ml™”" se redujo atin mas el contaje. Para el TFD con 4 min no se
presentaron mayores variaciones en los contajes de las cuatro
concentraciones del fotosensibilizador (lo cual no se observd en las cepas
Pa21-Pa24), no obstante, se distingue una clara diferencia en la cuenta de
viables entre ambos tratamientos, sin embargo, a pesar de haberse obtenido
estas reducciones con el TFD en 2 y 4 min de radiacion junto con las
concentraciones del colorante, estadisticamente no se observaron
variaciones significativas (P> 0,05) en cuanto al efecto del TFD en las
diferentes concentraciones, sin embargo no se puede decir que el

tratamiento no fue efectivo.

En este caso, para lograr una mayor reduccion en la viabilidad, Sharma
et al. (2008) reportaron que el efecto del TFD podria mejorarse utilizando un
agente que aumente la permeabilidad y favorezca la penetracién del
fotosensibilizador en la biopelicula. Asi, demostraron que la utilizacién de
quelantes como etilendiamino tetracético (EDTA) mejoré en gran medida el
efecto del TFD en biopeliculas de estafilocos con azul de toluidina O. Esto se
debe a que EDTA causa pérdida de la viabilidad y mejora la sensibilidad de
las bacterias, a ciertos agentes antimicrobianos posiblemente por alteracién
de su estructura (Percival et al., 2005; Banin et al., 2006). Por lo que EDTA
puede ser de igual modo utilizado para aumentar la permeabilidad de los

fotosensibilizadores en bacterias Gram negativas.
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Para determinar si después del TFD se presentaron alteraciones en la
morfologia de las biopeliculas de las cepas de P. aeruginosa seleccionadas,
se realiz6 un estudio con microscopia electronica de barrido (MEB). De las 5
cepas que presentaron las lecturas mas altas de tincion con cristal violeta
(Pa20—-Pa24), se escogio la cepa Pa24 para aplicarle técnica de MEB por ser

la que mostro el nivel mas alto de tincidn con el colorante.

En la Figura 8 se observa la estructura tipica de la biopelicula formada por la
cepa Pa24 de P. aeruginosa sin tratamiento fotodinamico (control
experimental 1) donde se distinguen los componentes caracteristicos de una
biopelicula: acumulos bacterianos (microcolonias), el exopolisacarido que las
recubre, ademas de bacilos agregados. Cabe resaltar que, la presencia de
exopolisacarido observado en las micrografias 8A y 8B confirma los
resultados obtenidos mediante la técnica de rojo Congo, donde se evidencio

la produccidn de exopolisacarido en esta cepa (Fenotipo liso).

Figura 8. Micrografias por microscopia electronica de barrido de las
biopeliculas de P. aeruginosa formadas por la cepa Pa24 sin tratamiento
fotodinamico. A) imagen 25 um. B) imageﬁa 1Tum. (): microcolonias, (
): exopolisacarido, ( ): bacilos.

A través de la técnica de MEB, Abdi-Ali et al. (2006) observaron la

formacion de biopeliculas de P. aeruginosa en superficies de catéteres,
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evidenciando la gran capacidad de esta bacteria para formar comunidades

microbianas sobre superficies de plastico.

En la Figura 9 se muestran las micrografias de las biopeliculas
formadas por la cepa Pa24 de P. aeruginosa tratadas con radiacién por 2 min
(control experimental 2) y 4 min (control experimental 3). En estas
micrografias se evidencia la presencia de microcolonias cubiertas por
exopolisacarido en ambos controles experimentales, asi como bacilos
aislados y agregados, al igual que lo observado en el control experimental 1
(Figuras 8A y 8B). Cuando se aplico la radiacion laser por si sola sobre la
biopelicula, no se obtuvo una gran reduccion en la viabilidad de esta cepa. Y
mediante MEB no se visualizaron alteraciones de ningun tipo en estas

biopeliculas, lo cual es reflejo de los resultados obtenidos para la viabilidad.

- h 25 um @ T um

Figura 9. Micrografias por microscopia electronica de barrido de las

biopeliculas de P. aeruginosa formadas por la cepa Pa24 tratadas con

radiacion. A 'y A1) control experimental a 2 min. B y B1) cgntrol experimental
Aa 4 min. ( ): miGocolonias, ( ): exopolisacarido, ( ): bacilos.
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En la Figura 10 se observan las micrografias correspondientes a las
biopeliculas de P. aeruginosa de la cepa Pa24 tratadas con cuatro

concentraciones del colorante.

Figura 10. Micrografias por microscopia electronica de barrido de las
biopeliculas de P. aeruginosa formadas por la cepa Pa24 tratadas con azul
de toluidina O. Ay A1) 25 ug-ml-1 de azul de toluidina O. B 'y B1) 50 ug-ml-1
de azul de toluidina O. C 'y C1) 100 ug-ml-1 de azul de toluidina O. D y D1)
200 ug-mM de zeul de toluidina Qa( ): microconias, ( ): exopolisacarido,
( ): bacilos, ( ): pili.

Las biopeliculas tratadas con colorante no presentaron alteraciones
morfolégicas en cuanto a su estructura y agregacion, al compararlas con el
control experimental 1. Sin embargo se pudo evidenciar claramente,

microcolonias cubiertas por abundante cantidad de exopolisacarido
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principalmente en las biopeliculas tratadas con 50 ug-ml™”' de azul de toluidina
O, asi como bacilos aislados. Ademas en las Figuras 10C1 y 10D1 se

observo la aparicion de nuevas estructuras identificadas como pili.

En relacién a la presencia de pili, Donlan (2002) sefala que este
apéndice participa en la adhesion irreversible de la bacteria a un sustrato,
ademas O’Toole y Kolter (1998) han reportado que estructuras como pili tipo
IV han sido necesarias para la adhesion y desarrollo de biopeliculas de P.
aeruginosa, ya que probablemente participa en la estabilizacién de las
interacciones entre la bacteria con la superficie abidtica y/o en las

interacciones célula — a — célula requeridas para formar las microcolonias.

La ausencia de efecto de las concentraciones de azul de toluidina O en
las biopeliculas observado a través de las micrografias de MEB es
comparable con un estudio realizado por Sharma et al. (2008) quienes
emplearon la técnica de MEB en biopeliculas de estafilococos tratadas con

azul de toluidina O y no reportaron alteraciones morfologicas significativas.

En la figura 11 se muestra el efecto del TFD correspondiente a la
combinacion de las concentraciones del colorante con el tiempo de radiacion
de 2 min en las biopeliculas formadas por la cepa Pa24 de P. aeruginosa.
Cuando se utilizaron 25, y 50 pg-ml™ de azul de toluidina O y radiacién por
dos minutos (Figuras 11Ay A1y 11B y B1), no se produjeron alteraciones, se
observa la presencia de microcolonias bacterianas cubiertas con
exopolisacarido y bacilos aislados. Para la concentracion de 100 pg-mi™”
(Figuras 11C y 11C1), ademas de microcolonias, exopolisacarido y bacilos,
se observan nuevamente las estructuras denominadas pili (Figura 11C1). En
200 ug-ml™ (Figuras 11D y 11D1) aln se observan microcolonias, indicando

que todavia la estructura de la biopelicula no se ve alterada.
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Figura 11. Micrografias por microscopia electronica de barrido de las
biopeliculas de P. aeruginosa formadas por la cepa Pa24 con tratamiento
fotodinamico correspondiente a las concentraciones de azul de toluidina O en
combinacion con radiacion laser durante 2 min. Ay A1) 25 pg-ml-1 de azul
de toluidina O. By B1) 50 ug-ml-1 de azul de toluidina O. C y C1) 100 pug-ml-
1 de azul de toluidina O. D y D1) 200 ug¥l-1 de azul de ®luidina O. ( ): UH
microco%nias, ( ): exopolisacarido, ( ): bacilos, ( ): pili.
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El efecto del TFD con 4 min de radiaciéon y las diferentes

concentraciones del fotosensibilizador se muestran en la Figura 12.

Figura 12. Micrografias por microscopia electronica de barrido de las
biopeliculas de P. aeruginosa formadas por la cepa Pa24 con tratamiento
fotodinamico correspondiente a las concentraciones de azul de toluidina O en
combinacion con radiacion laser durante 4 min. Ay A1) 25 pg-ml-1 de azul
de toluidina O. B y B1) 50 pg-ml-1 de azul de toluidina O. Cy C1) 100 pg-ml-
1 de azul de toluidina O. D y D1) 290 pg-ml-1 de azulde toluidina O. ( U:
microcolonias, ( ): exopolisacarido, ( ): bacilos.
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Para las biopeliculas tratadas con colorante e irradiadas por 4 min
aunque se observaron los elementos caracteristicos de estas comunidades
microbianas como microcolonias y exopolisacarido, se aprecid6 menor
cantidad de estos componentes con respecto al TFD con 2 minutos de
radiacién. En las biopeliculas tratadas con 25 pg'ml™ y 50 pug-ml”" del
colorante (Figuras 12A y A1 y Figuras 12B y B1), se observé que estas
concentraciones no tuvieron mayor efecto en la estructura de la biopelicula
ya que se evidencian microcolonias con exopolisacarido y bacilos aislados y
una estructura poco alterada de la biopelicula. Al evaluar el TFD con 100
ug-ml™”" (Figura 12C y 12C1) se observaron alteraciones en la estructura de la
biopelicula, como disminucién de la presencia de exopolisacarido, éste se
encuentra solo en zonas localizadas de estas micrografias (Figuras 12C) y
no en toda la biopelicula como se observé en figuras anteriores. El efecto del
TFD se hace mas marcado cuando se utilizd 200 ug-ml™" del colorante
(Figuras 12D y 12D1) donde se evidencio deformaciones en los bacilos,
observandose muy alargados, no se visualizaron agregados o formaciones
de microcolonias cubiertas de exopolisacarido, sbélo se observaron bacilos

aislados no agregados y con escaso exopolisacarido.

Los resultados del TFD visualizados mediante el procesamiento por
MEB puede relacionarse de igual modo con el contaje de viables, ya que la
concentracion de 200 ug-ml” en combinacién con una radiacién de 4 min, fue
el tratamiento mas efectivo para las biopeliculas formadas por la cepa Pa24,
a través del cual se observaron alteraciones en la morfologia, que indicaron

que el TFD afecté la arquitectura de las mismas.

Es importante destacar que las alteraciones visualizadas con la técnica
de MEB son superficiales, solo pudo determinarse disgregacion de

exopolisacarido y ausencia de microcolonias, por lo que no proporciona
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informacion sobre las modificaciones producidas en el interior de las
biopeliculas, asi una prometedora investigacion seria aplicar la técnica de
Microscopia electréonica de transmisién para determinar las alteraciones

producidas en la biopelicula ultraestructuralmente luego de aplicado el TFD.

El TFD aplicado en biopeliculas podria representar una opcion viable,
principalmente porque el mecanismo de accion fotodinamico actua en varios
blancos simultaneamente en la bacteria (membrana celular, sintesis de
proteinas, replicacion de ADN) a diferencia de los antibioticos que actuan
cada uno en una estructura especifica y P. aeruginosa forma biopeliculas
excepcionalmente resistentes compuestas por polisacaridos, entre ellos,
alginato, por lo que el TFD sera efectivo mientras el fotosensibilizador sea
capaz de difundir en la matriz de la biopelicula y la radiacién sea capaz de
penetrar en ella para irradiarlo, producir la excitacién del mismo y que pueda
ocurrir de esta manera una serie de transferencias moleculares de energia
que conducen a la liberacion de oxigeno singlete, lo que producira la muerte
de la célula bacteriana (Pervaiz, 2001). En esta investigacion, por tanto, se
observé que la concentracion mas alta del fotosensibilizador en combinacion
con el tiempo de radiacién mas largo fue el tratamiento mas efectivo para

disminuir la viabilidad de las 5 cepas de P. aeruginosa.

Es importante resaltar que el grado de eficacia del TFD se atribuye a la
intensidad de luz, el tiempo de exposicion, la longitud de onda emitida por la
fuente de luz y el espectro de absorcion del fotosensibilizador, ya que, para
alcanzar alguna efectividad este Ultimo tiene que ser sensibilizado
adecuadamente por la fuente luminosa, pues la toxicidad en la bacteria sélo
se producira cuando la banda de absorcion del fotosensibilizador es similar a
la longitud de onda de la fuente de luz utilizada (Nowis et al., 2005; Araujo et

al., 2007). En este trabajo, por tanto, se pudo contar con un laser de He—Ne,
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cuya longitud de onda (633 nm), dentro del rango de absorcién del azul de
toluidina O, permitid la excitacion de las moléculas del colorante que
produjeron los procesos fotoquimicos necesarios para la inactivacion de las

biopeliculas.

Entre las caracteristicas favorables del TFD que podrian convertir esta
nueva modalidad terapéutica en una opcidn clinica se encuentran: desarrollo
de protocolos eficientes que actuen en la mayoria de los patégenos
microbianos, incluyendo levaduras, hongos y parasitos; alta susceptibilidad al
TFD de cepas resistentes a antibidticos sin la seleccion de cepas
fotorresistentes incluso después de multiples tratamientos por su selectividad
en la eliminacion de células microbianas en comparacién con los
constituyentes del tejido hospedador, bajo riesgo de efectos mutagénicos vy el
empleo de fuentes de luz de bajo costo y seguridad (Hamblin y Hasan, 2004;
Jori y Brown, 2004; Durantini, 2006; Jori y Coppellotti, 2007).

En relacion con las fuentes de luz Street et al. (2009), sefialaron la
importancia de utilizar tiempos de radiacion cortos y bajas concentraciones
del fotosensibilizador, ya que son mas adecuados para aplicaciones clinicas.
Asi, condiciones experimentales leves como las empleadas en la presente
investigacion, permitieron que con solo 4 min de radiacion con el laser de
He—Ne se redujera significativamente la viabilidad de las cepas de P.
aeruginosa ensayadas. Estudios similares, han permitido sugerir que el TFD
pueda ser aplicado en la desinfeccion de biopeliculas que crecen, por
ejemplo, en catéteres o protesis externas, asi como para inactivar bacterias
que crecen in vivo como focos de infeccidn localizada, sobre la piel, como por
ejemplo infecciones relacionadas con Pseudomonas como otitis externa, en
la cual la radiacion puede ser aplicada en la zona de interés (Hamblin y
Hasan, 2004).
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Este nuevo acercamiento de visualizar el TFD para infecciones
localizadas permite que el fotosensibilizador sea aplicado directamente en el
area infectada por métodos como el tépico, instilacion, inyeccién intersticial o
en forma de aerosol evitando entrar en contacto con células del hospedador.
Por otro lado la estructura del fotosensibilizador (carga catidnica y la
estructura macromolecular) significa que se une rapidamente a los
microorganismos y es absorbido lentamente por las células del hospedador,
asi los principales constituyentes de los tejidos humanos, tales como
fibroblastos y keratinocitos no son perjudicados, dando una selectividad
temporal a los microorganismos. De ahi que si la radiacién es aplicada poco
después de la administracion del fotosensibilizador, el dafio en el tejido del

hospedador es reducido (Demidova y Hamblim, 2004; Jori et al., 2006).

En este trabajo se utilizé un modelo de formacion in vitro de biopeliculas
con un tiempo de incubacién con azul de toluidina O de 30 min. Este
fotosensibilizador ha proporcionado un alto margen de seguridad en el
empleo clinico y en modelos in vivo en los cuales, ha sido eficaz en el
tratamiento de infecciones de heridas causadas por Vibrio vulnificus (Wong et
al., 2005) por lo que podria también emplearse en infecciones de heridas
causadas por P. aeruginosa la cual puede colonizar y dafar tejidos,
causando infecciones diseminadas como bacteremia y shock séptico (Church
et al.,, 2006). Por lo tanto, es considerable la importancia del TFD en la

infeccidn de heridas causadas por Pseudomonas y su tiempo de aplicacion.

La aplicacion del TFD en infecciones Ilocalizadas con
fotosensibilizadores como el azul de toluidina O pueden resultar
particularmente utiles ya que poseen bandas de absorcion en la regiéon del

espectro rojo (A> 600 nm) y la penetracion de la luz en la mayoria de los
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tejidos biologicos aumenta con el incremento de la longitud de onda, al

menos en el rango de 400—-700 nm (Maisch, 2007).

Es de suma importancia tomar en cuenta que el TFD para infecciones
microbianas es una técnica aun en investigacion, y sélo se ha aplicado en
modelos in vitro e in vivo (modelos animales). Su traslado al campo clinico
aun depende de la optimizacion de los parametros del tratamiento, lo cual
podria permitir el empleo de esta terapia como una opcion adicional al
tratamiento con antimicrobianos, ya que una vez que se forma la biopelicula
se requieren grandes dosis de antibiéticos para lograr la erradicacién de ésta
lo que incrementa entonces la resistencia, de este modo la necesidad de
continuar con esta investigacion seria de gran relevancia sobre todo para los
pacientes hospitalizados que frecuentemente son colonizados por

microorganismos formadores de biopeliculas.
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CONCLUSIONES

Se demostréo el desarrollo de varios fenotipos de P. aeruginosa
relacionados con la formacién de biopeliculas a través del método de

rojo Congo.

El 100,00% de las cepas de P. aeruginosa formaron biopeliculas
mientras que el 69, 23% de ellas resultaron ser productoras de

exopolisacarido

La prueba de microplaca puede considerarse una técnica de referencia
ya que demostrd la gran capacidad de P. aeruginosa para formar

biopeliculas en materiales de plastico.

La radiacién por si sola no tuvo un efecto negativo en la viabilidad de
todas las cepas de P. aeruginosa ensayadas y a través de la técnica de
microscopia electréonica de barrido tampoco se observaron alteraciones

morfoldgicas.

Las concentraciones de azul de toluidina O por si solas no causaron
reducciones en la viabilidad de las cepas de P. aeruginosa, ni alteraron

su estructura.

El efecto del tratamiento fotodinamico en las biopeliculas de P.
aeruginosa fue dependiente tanto de las concentraciones del
fotosensibilizador, como de los tiempos de radiacion. EI TFD tuvo mejor
efecto cuando se utilizo la concentracién de 200 pg-ml™ y un tiempo de

radiacion de 4 minutos.
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RECOMENDACIONES

e Realizar estudios acerca de la presencia de genes en P. aeruginosa
causantes de la diversidad fenotipica, asi como su relacion con la

capacidad de formar biopeliculas por esta bacteria.

e La técnica de microscopia electréonica de barrido aunque proporciona
informacion en cuanto a la morfologia de las biopeliculas, requiere la
preparacion previa de las muestras que consisten en varios pasos que
pudieran distorsionar la estructura normal de una biopelicula, por lo que
se necesita sumo cuidado a fin de no alterar las muestras para asi

garantizar los resultados obtenidos.

e Para poder visualizar que tipo de alteraciones se producen
internamente en las biopeliculas se recomienda aplicar la técnica de

microscopia electronica de transmision.

e En lo que respecta la busqueda de nuevas alternativas para la
prevencion o disminucion de la colonizacién por microorganismos el
tratamiento fotodinamico aplicado en las biopeliculas de P. aeruginosa
podria sugerirse como una nueva opcion terapéutica ya que no utiliza
antibidticos, eliminando la probabilidad de incrementar la resistencia a
éstos, por lo que seria un gran avance en la terapia de las infecciones

microbianas.
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APENDICE

Apéndice 1. Formacion de biopeliculas por las cepas de P. aeruginosa

en los pocillos de la microplaca.
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se les determind la presencia de exopolisacarido para la formacién de estas comunidades
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CUNO9S
Cumand, 04 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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rS\STEMA DE BlBL\%TECf«
RECIBIDO POR
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155 T
! erCHA i ~WANA. B

g e—— 1,

a usted a los fines consiguientes.

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador General de
mmmMrdemmmmdesmm
mummmmmmm Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
a Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado,

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del II Semestre 2009, segin comunicacion CU-034-2009): “Los trabajos de grados
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Concejo de Nucleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.

B

MARIA V. FIGUERAS B.
AUTOR

60



	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	METODOLOGÍA
	Población y muestra
	Viabilidad y Confirmación de las cepas
	Preparación de los inóculos
	Determinación de la presencia de exopolisacárido en la formación de biopelícula a través de la adherencia al rojo Congo
	Formación de biopelícula en microplaca 
	Aplicación del tratamiento fotodinámico de las biopelículas formadas en la microplaca 
	Observación de las biopelículas por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB)
	Análisis estadístico

	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	APÉNDICE
	HOJA DE METADATOS

