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Capitulo 1

Introduccidén



RESUMEN

Actualmente el uso de dispositivos intravasculares metélicos va en
aumento, debido a las ventajas que hoy en dia ofrece su tecnologia. Sin
embargo, el proceso de colocaciéon, como todo procedimiento invasivo, sirve
como via de infeccion para cualquier microorganismo, especialmente aquellos
de importancia nosocomial. El proceso de adhesién bacteriana a la superficie de
biomateriales es un paso importante en la patogénesis de infecciones causadas
por la formacion de biopeliculas en implantes médicos. El comportamiento de
adhesion microbiana a ciertas superficies ha sido observado y estudiado durante
afos, por lo que hoy en dia se entiende que dicha tendencia favorece su
sobrevivencia, debido a que los nutrientes en un ambiente acuoso tienden a
concentrarse cerca de las superficies solidas. Dentro de las especies
bacterianas, asociadas con infeccion posterior a la colocacion de stents, se
encuentra el Staphylococcus aureus, el cual presumiblemente inicia el proceso
de colonizacion a través de la piel durante su colocacion. El presente estudio
tuvo como fin desarrollar un sistema in-vitro, que simulara condiciones
fisiolégicas que permitieran comprobar y caracterizar el desarrollo de
biopeliculas de Staphylococcus aureus en sangre total. En la etapa inicial se
obtuvieron las curvas de crecimiento y calibracion, hasta estandarizar el in6culo
de partida en una concentracién de 10° UFC/mL. Posteriormente se evalué la
adherencia de proteinas y materia organica sobre la superficie de un stent de
Nitinol, en ausencia y en presencia del microorganismo, utilizando tanto un
sistema estatico como un sistema de flujo. A través de recuentos bacterianos
realizados cada 24 horas, fue posible monitorear la concentracién y viabilidad de
S. aureus en sangre. Mediante microscopia de barrido electronico (SEM, por sus
siglas en inglés Scanning Electron Microscopy) y microscopia de fuerza atomica
(AFM, del inglés Atomic Force Microscopy), se observd la morfologia de la
biopelicula generada, mientras que su caracterizacion bioquimica se realizé con

espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, utilizando el accesorio de



reflectancia total atenuada (ATR-FTIR, por sus siglas en inglés Attenuated Total
Reflection Fourier Transform Infrared), analisis de rayos X de electrones
dispersados (EDS, por sus siglas en inglés Energy Dispersive X-Ray
spectroscopy) y analisis quimico cuantitativo por técnicas colorimétricas y

absorcioén ultravioleta.

Las curvas de crecimiento obtenidas, mostraron el buen desempefio del S.
aureus cuando crece en suero, y los analisis realizados posteriormente en
sangre total ex-vivo, no s6lo demostraron la capacidad del microorganismo de
desarrollarse en dicho medio, sino también, que a pesar de que éste induce el
proceso de coagulacion, es capaz de formar la biopelicula en el interior del
coagulo. Lo anterior fue comprobado por las imagenes de SEM obtenidas, el
analisis colorimétrico que mostro la presencia de azucares y proteinas, con una
mayor proporcion de azucares debido a la generacion de exopolisacaridos por
parte de la bacteria. Los andlisis de EDS y ATR-FTIR, confirmaron la presencia
de componentes organicos, concluyendo finalmente que ademas de las
sustancias exopoliméricas extracelulares (EPS) generadas durante proceso de
formacion de las biopeliculas, las proteinas plasmaticas, también jugaron un
papel importante en el acondicionamiento de las superficies de Nitinol y en el

proceso de unién del S. aureus a las mismas.



OBJETIVO

Caracterizar el proceso de formacion de biopelicula por Staphylococcus
aureus sobre superficies metélicas utilizadas en implantes médicos

intravasculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Reconstituir, conservar y confirmar las caracteristicas de crecimiento y
composicion bioquimica de la pared celular de Staphylococcus aureus ATCC
29213.

= Disefiar un sistema de flujo que simule condiciones fisiolégicas para el
desarrollo de un proceso bacteréemico causado por Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

= Generar una biopelicula de Staphylococcus aureus ATCC 29213 sobre un

implante intravascular metélico, en un sistema in-Vitro.

= Caracterizar la formacion de la biopelicula e identificar los mecanismos
relacionados con la adhesion bacteriana sobre el implante médico

intravascular metalico.

Hipotesis: Los implantes médicos intravasculares metalicos, propician la
adherencia de microorganismos en su superficie con la consecuente formacion

de biopeliculas.



1. INTRODUCCION

La adhesion bacteriana a la superficie de biomateriales es el paso esencial
en la patogénesis de las infecciones recurrentes causadas por el uso extendido
de implantes intravasculares, debido a que su compleja estructura, resiste la
accion del sistema inmunoldgico del huésped, sobre las células bacterianas que
se encuentran al interior de una biopelicula. Asimismo disminuye
significativamente la susceptibilidad a agentes antimicrobianos. Se ha
establecido que la velocidad de unién celular depende del nimero y tipo de
células que se encuentren en el medio liquido al cual el implante esta expuesto,
la velocidad de flujo del medio liquido a través del implante y las caracteristicas
fisicoquimicas de la superficie. Una vez que los microorganismos se unen
irreversiblemente, producen Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS, del
inglés Extracelular Polymeric Substances) para formar una biopelicula.
Posteriormente la tasa de flujo estara influenciada por la velocidad de flujo, la
carga nutritiva del medio, la concentracion de medicamentos antimicrobianos y

la temperatura™.

El campo de los implantes intravasculares tiene el potencial de mejorar la
capacidad terapéutica de los tratamientos endovasculares, debido a que su
tecnologia presenta grandes ventajas en cuanto a la facilidad de su colocacion,
gracias a la gran flexibilidad que permite alcanzar incluso la circulacion
intracraneal. Sin embargo, como todo procedimiento invasivo, el proceso de
colocaciéon tiene el riesgo de servir como via de infeccion para cualquier
microorganismo, especialmente aquellos de importancia nosocomial. El
desarrollo de infecciones aparece como el principal impedimento para el uso a
largo plazo de implantes y dispositivos intravasculares, tales como protesis,
valvulas cardiacas, catéteres vasculares, lentes de contacto y dentaduras?. Las
infecciones causadas por la formacion de biopeliculas en implantes médicos,

puede tener resultados catastréficos tanto fisicos como fisioldgicos para los



pacientes, debido a que puede traer como consecuencia la prolongacion del
tiempo de hospitalizacién, una posible amputacién e incluso causar la muerte.
Dentro de las especies bacterianas cominmente aisladas a partir de implantes
médicos, se encuentran bacterias Gram positivas como: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus viridans; y
dentro del grupo de bacterias Gram negativas se encuentran: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa. Por tanto,
las infecciones causadas por estos microorganismos, pueden iniciar el proceso
de colonizacion a través de la piel, durante la manipulacién por parte del
personal médico o por diferentes factores ambientales. Sin embargo el
panorama clinico refleja que adn no estd muy claro el tiempo que puede tardar el
desarrollo de infecciones a partir de un implante colonizado por bacterias.
Algunas observaciones muestran que el periodo de tiempo podria variar entre

dias, semanas, meses e incluso afios®?®l.

Aun conociendo las interacciones moleculares y fisicas que permiten la adhesién
bacteriana a biomateriales, todos los mecanismos que comprenden la formacion
y funcion de las biopeliculas no han sido comprendidos en detalle, al igual que
el gran impacto que pueden tener en el campo clinico. Hasta el momento se
sabe que su formacion favorece el desarrollo de infecciones recurrentes y la
resistencia a agentes antimicrobianos, dejando como Unica opcién la
intervencion quirdrgica, con el fin de controlar la infeccion, ya sea limpiando o

cambiando el implante médico.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, el presente proyecto tuvo como
finalidad, caracterizar el mecanismo de dicha adhesion bacteriana y la
generacion de una biopelicula sobre superficies metélicas de implantes médicos
intravasculares (stents), haciendo uso de las técnicas: 1) Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM), la cual ha sido ampliamente utilizada en la observacion en
tiempo real de estructuras celulares, al igual que la observacion de procesos

biolégicos!™. De la misma forma ha sido utilizada en la medicién de fuerzas de



adhesion celular™™®

, Y en la observacién de las caracteristicas topogréficas y
morfolégicas de algunas superficies*l. 2) Microscopia de Barrido Electrénico
(SEM), 3) Analisis de Rayos X de Electrones Dispersados (EDS),
4) Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier utilizando el accesorio
de Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR), para caracterizar la superficie de la
biopelicula y su composicién bioquimica, y 5) Andlisis quimico cuantitativo

mediante espectroscopia de absorcion ultravioleta.

La cepa seleccionada para el estudio fue Staphylococcus aureus, debido a que
es uno de los microorganismos reportados con mayor frecuencia en infecciones
de origen nosocomial. En casos clinicos reportados en los ultimos afios, se ha
encontrado relacionado con la colonizacion postquirdrgica de implantes médicos
intravasculares, stents!® 1213 | a Cepa fue reconstituida y congelada a -20 C®,
con el fin de preservarla y mantener sus caracteristicas genéticas durante el
estudio. Su analisis detallado en el proceso de formacion y composicion
bioquimica de la biopelicula, permitié obtener datos que contribuiran al campo
de conocimiento del proceso de adhesion bacteriana sobre la superficie de
implantes intravasculares metalicos (stents), y en un futuro proximo, establecer
mecanismos efectivos de control, que se basen en tecnologias de modificacion
de superficie, con la finalidad de mitigar la recurrencia de infecciones

relacionadas con el uso de los mismos.



Capitulo 2

Fundamentos
Teodricos



2.1IMPLANTES INTRAVASCULARES METALICOS (STENTS)

Los implantes médicos son biomateriales que segln su composicion quimica
se clasifican en metdlicos, plasticos o poliméricos, ceramicos y compuestos; de
acuerdo con su origen en naturales y sintéticos, y segun su estructura, en
sélidos y porosos; sin embargo existe otra clasificacion practica que comprende
los dispositivos no implantables, como sondas, catéteres, globos angioplasticos,
y los dispositivos implantables, dentro de los que se encuentran los dispositivos
ortopédicos e intrauterinos, dentaduras fijas y removibles y dispositivos

vasculares, como marcapasos* y stents, entre otros.

Los stents, son finos tubos de malla de alambre, que son colocados en el interior
de arterias parcialmente bloqueadas, por medio de un procedimiento quirdrgico,
denominado Angioplastia Percutanea Transluminal (APT), y tiene como
finalidad, prevenir la obstruccion del flujo sanguineo y permitir la
revascularizacion de los tejidos en pacientes, que por diversas causas,
presentan estrechez del conducto arterial, proceso que recibe el nombre de
ateroesclerosis. La figura 1, esquematiza el proceso de colocacién de un stent,
el cual consiste en insertar con ayuda de un catéter y un globo (Catéter de
balén), el implante intravascular en el lugar de la arteria obstruida.
Posteriormente el globo es inflado para expandir el stent y empujar la placa
acumulada contra la pared de la arteria, de esta manera la arteria se mantendra
abierta y permitira que el flujo sanguineo pase sin dificultad. Una vez

posicionado el stent, el globo es desinflado y removido junto con el catéter.



Figura 1. Diagrama esquematico de la colocacioén de un stent en una arteria
coronaria™.

El proceso de ateroesclerosis ha sido descrito por Badimon, L. y Vilahur, G.",
de la siguiente manera: El endotelio es un érgano autocrino y paracrino, que
regula las actividades secretoras, mitogénicas y contractiles, de la pared
vascular y procesos hemostasicos mediante la produccion y liberacién de
multiples sustancias activas. En condiciones fisiolégicas, las células endoteliales
exhiben mdltiples propiedades antitrombdticas, y fibrinoliticas que previenen la
formacion de trombos. Sin embargo la exposicion cronica y repetida a los
factores de riesgo (infecciones virales, complejos inmunitarios, estrés
hemodinamico, productos del tabaco, altas concentraciones de colesterol,
enzimas eicosanoides liberadas por las plaquetas y los leucocitos en los estados
de inflamacion, hiperhomosisteinemia y diabetes) producen una
activacion/disfuncion del endotelio que se caracteriza por una disminucion en la
biodisponibilidad de o6xido nitrico y de todos los mecanismos fisiologicos de
proteccion cardiovascular que de el se derivan. Dicha anomalia endotelial facilita
la acumulacion y la oxidacién de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) en la
pared, que al ser un potente estimulo inflamatorio, origina la infiltracion de
monocitos circulantes. Una vez en el espacio subendotelial, los monocitos se
diferencian a macrofagos, que captan lipidos en gran cantidad y se transforman

en células espumosas (estria grasa). Los factores de crecimiento, las citoquinas
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y otras sustancias liberadas por las células endoteliales, los
monocitos/macrofagos, las plaquetas y los linfocitos T, no solo agravan y
favorecen el desarrollo de la lesion endotelial, sino que también potencian la
migracion, la proliferacion y la sintesis de matriz extracelular por las células
musculares lisas vasculares. El resultado es una respuesta inflamatoria y
fibroproliferativa cronica que hace progresar las lesiones a ateroescleréticas. Es
precisamente la erosion o rotura de estas lesiones ateroesclergticas lo que
induce la exposicion de superficies protromboéticas que causa la adhesion, la
activacion y la agregacion de las plaquetas, con la consiguiente formacion del
trombo (aterotrombosis). Dichos trombos contribuyen al crecimiento de la placa
ateroesclerdtica de forma asintomatica, lo que desencadena la patologia
conocida como enfermedad aterotromboética, dentro de la que se incluyen
diferentes formas de presentacion segun su localizacion, como por ejemplo la

cardiopatia isquémica (Enfermedad arterial coronaria).

La enfermedad aterotrombética es la primera causa de muerte en Europa y
Estados Unidos. Aproximadamente 12.2 millones de estadounidenses son
diagnosticados de enfermedad arterial coronaria, de los cuales 7,4 millones han
tenido eventos de Infarto Agudo del Miocardio (IAM) y 1.4 millones de
hospitalizaciones por Sindrome Coronario Agudo (SICA), originando un costo
entre 100 y 120 billones de délares al afiol”. Las enfermedades
cardiovasculares, particularmente la enfermedad coronaria, constituyen una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en la mayor parte del mundo.
México no es la excepcion: representan la primera causa de muerte, aun por
arriba de las enfermedades infecciosas. En 1990, en América Latina, casi 800

defunciones fueron secundarias a IAM, es decir 25% del total de defunciones!*®.

El concepto de colocaciéon de soportes mecanicos dentro de los vasos
sanguineos fue instaurado hace casi 90 afios por Carrel, quien insertaba tubos
de vidrio en arterias de perros, pero fue Dotter quien primero colocé una

endoprotesis arterial en un paciente, en el afio 1980. En 1997 Sigward et. al.,
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reportaron el primer estudio en el que insertd a 19 pacientes, 24 stents
autoexpandibles de acero inoxidable, con el fin de prevenir la reoclusion y
restenosis de arterias coronarias. Los stents probaron su efectividad en la
disminucién de complicaciones tempranas de los procedimientos de APT, tales
como el estrechamiento abrupto de los vasos y la restenosis tardia, que puede
ocurrir en el 30 al 50% de los pacientes después de la APT. Por consiguiente, la
colocacion de stents también mostré disminucion en la tasa de reinfarto del
miocardio, cirugia de revascularizacion miocardica y mortalidad. Sin embargo, a
pesar del mejoramiento en la calidad y variedad de stents, se continud

observando una alta tasa de restenosis*”!

. La tolerancia biolégica a un implante
meédico intravascular, depende del fenédmeno de interferencia que ocurre entre el
tejido del huésped y el cuerpo extrafio, el cual estd condicionado por la
composicion y caracteristicas de superficie del biomaterial, lo que determina la
naturaleza inmediata o a largo plazo de la respuesta. La conformacion radial y la
flexibilidad longitudinal pueden afectar a largo plazo, la colocacion del stent.
También las caracteristicas de superficie como la rugosidad, la carga eléctrica y
la energia libre de superficie, son determinantes en la trombogenicidad e
incorporacion de tejido (restenosis), debido a que inmediatamente después de la
colocacioén del stent, ocurren una serie de cambios que facilitan el crecimiento de

las células endoteliales en la superficie del implante!*®.

Solamente en los Estados Unidos, aproximadamente un millon de stents son
colocados anualmente, de los cuales el 25% sufre restenosis o recurrencia de
estrechamiento arterial [20]. Por esta razén la industria de los stents sigue a la
vanguardia con sofisticadas tecnologias, como es el caso de los stents
liberadores de farmacos, que actualmente han contribuido en la disminucion de

los casos de restenosis.
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2.1.1 Clasificacion

Los stents son clasificados en dos tipos: (1) Stents de balon expandible
hechos de malla de acero inoxidable y (2) Stents auto-expandibles (sensibles a
la temperatura), compuestos por metales inteligentes. Estructuralmente, los
primeros, son mallas metalicas que pueden expandirse rapidamente cuando se
les ejerce una alta presién con la ayuda de un catéter de bal6n®®. Las
aleaciones comunmente utilizadas en la fabricacién de stents, incluyen los
aceros inoxidables de grado médico, serie 300, los cuales se caracterizan por
gue en su etapa final reciben un tratamiento electroquimico, en el cual se pule la
superficie del metal para remover la mayor parte de los elementos, dejando una
alta concentracion de cromo. Después de exponerlo al aire y esterilizarlo, se
forma una capa delgada de oxido de cromo, la cual estabiliza la superficie

previniendo futuras oxidaciones™®.

Posteriormente con el mejoramiento en el
disefio de los implantes intravasculares metalicos, aparece la segunda
clasificacion, los stents con aleaciones de memoria de forma, que contienen
Niquel y Titanio (Nitinol). La tabla 1, muestra la composicion metéalica de los
implantes intravasculares utilizados con mayor frecuencia en la actualidad.

Tabla 1. Composicién metélica de implantes intravasculares™.

Implante médico Composicion

intravascular

Stent Z Acero inoxidable 304

Stent Palmaz Acero inoxidable 316L

Stent Medinvent Mediloy (composicion desconocida)
Stent Strecker Tantalio

Stent Nitinol Nitinol

Stent Greenfield Acero inoxidable 316L, B3, Titanio
Filtro de Bird Nest Acero inoxidable 304

Filtro Gunter Acero inoxidable 304

Gianturco colis Acero inoxidable 304
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La palabra Nitinol se debe a la composicion de la aleacion, Niquel (Ni): 55 wt%,
Titanio (Ti): 45 wt%, y a las iniciales del laboratorio que lo descubri6, Naval
Ordnance Laboratory (NOL). La memoria de forma hace referencia a las
aleaciones que pueden regresar a su forma original, cuando son expuestas a
cierta temperatura. Los stents de Nitinol se expanden autométicamente a la
temperatura corporal (37°C), para aplicar una presion radial constante contra la
pared arterial, previniendo su colapso . Una ventaja de este proceso, es que
dichos stents pueden ser llevados al lugar de colocacion y ser desplegados con
menor fuerza. Una vez en la zona de colocacion, estos stents reaccionan super-
elasticamente al estrés y la tension causados por la presién sanguinea y demas
fuerzas externas. El primer stent metalico con estas caracteristicas, fue el espiral
de Nitinol hecho en 1983. Algunos ejemplos de stents aprobados por la
administracion de drogas y alimentos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) incluyen el Cordis S.M.A.R.T., indicado para aplicaciones
biliares; el SciMed Radius indicado para aplicaciones coronarias y el injerto
intravascular metalico de Medtronic AneuRx indicado para aneurismas aorticos
abdominales®”. La figura 2, muestra un ejemplo de cada uno de los stents

mencionados.

T<15°C

T=30°C

Figura 2. Tipos de Stents aprobados por la FDA. A. Stent Cordis S.M.A.R.T.*?; B.
Stent SciMed Radius. Esta imagen muestra como a una temperatura menor a 15°C, el
stent se mantiene comprimido, y en la medida en la que se aumenta la temperatura, el
stent se va expandiendo hasta desplegarse totalmente®; C. Injerto Intravascular

Metalico Medtronic AneuRX?4,
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El futuro de las investigaciones en el desarrollo de implantes intravasculares
contintia siendo estimulado, para mejorar la biocompatibilidad con los tejidos y
componentes sanguineos, asi como disminuir los casos de trombosis y
restenosis. La mayoria de las modificaciones se dirigen hacia la alteracion de las
superficies, lo que comprende la energia superficial, la carga eléctrica, la textura
y la composicién quimical®!. Es asi como en los (ltimos afios se han estudiado
diferentes alternativas, como es el caso de los stents reabsorbibles de &cido
polilactico, poliglicélico y recientemente el Magnesio, los cuales combinados con
el efecto de remodelacion del tejido ejercido por el stent, pretenden evitar el uso
de implantes permanentes, creyéndose posible que con el tiempo, el stent
reabsorbible haya desaparecido del &area tratada™ 2®. Por otro lado se
encuentran los stents temporales y recuperables, como el stent de Gaspard, que
consiste en un dispositivo de alambre de Nitinol en forma de canasta, el cual
permanece adherido a un catéter después de desplegarse. Adicionalmente el
catéter viene con una fibra laser que destruye el trombo capturado dentro de la

canasta, como se observa en la figura 3.

Figura 3. Stent de Gaspard, compuesto por una canasta de alambres de Nitinol y un
dispositivo de fibra laser!?™.,

Los esfuerzos por disminuir las propiedades trombogénicas, también han
evaluado diferentes recubrimientos, los cuales pueden ser clasificados como
artificiales o biologicos. Los recubrimientos artificiales pueden ser subdivididos

en pasivos y activos. Los pasivos estdn compuestos de materiales como carbén
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pirolitico y uretanos, los cuales tienen caracteristicas de superficie favorables,
que los hacen menos trombogénicos en comparacion con los metales. Los
recubrimientos activos incorporan diferentes materiales novedosos como
heparina de bajo peso molecular, liberada lentamente por accion local sostenida.
Por ultimo, los recubrimientos bioldgicos, representados por cultivos de células
endoteliales que se desarrollan sobre la superficie del stent antes de que éste
sea desplegado. La utilizaciéon de células endoteliales también se ha combinado
con el campo de la ingenieria genética, ya que utiliza técnicas de ADN

recombinante para originar el tejidot*® 22,

2.1.2 Relacion de los stents con el desarrollo de infecciones.

La colocacion de cuerpos extrafios es una predisposicion para el desarrollo de
infecciones, debido a que la invasion epitelial y de las barreras mucosas, puede
propiciar el crecimiento de microorganismos y comprometer los mecanismos de
defensa del huésped. La colocacion de implantes médicos representa el 45% de
todas las infecciones nosocomiales, por lo que es considerado uno de los
factores de riesgo mas importantes para este tipo de infecciones™™. El reporte de
infecciones relacionado con la colocacion de stents es poco frecuente, se habla
de un 1% a 5%, sin embargo sus complicaciones son bastante severas. La
tabla 2, resume los casos de infeccion de stents reportados en la literatura hasta

el presente afo:
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Tabla 2. Casos reportados de infeccion relacionados con la colocacién de stents.

Tiempo de
. resentacion | Microorganism Posicion
Ref.* Tipo de Stent presentacio croorganismo osiclo Respuesta
después del aislado del stent
procedimiento
Cilnizs Palmaz- Schatz 4 semanas S. aureus Artena_ Fallecio
et al. coronaria
Leory Palmaz-Zchatz 1 semana P. aeruginosa Arterla_ Fallecié
et. al. coronaria
Bouchart . . Arteria o
— Palmaz-Zchatz 4 dias P. aeruginosa coronaria Sobrevivid
Grewe AVE Microstent 4 dias S. aureus Arterla_ Fallecié
et. al. coronaria
Rensing e . Arteria aRa
_— No especificado 4 dias S. aureus coronaria Sobrevivié
Liu NIR 18 dias S. aureus Arterla_ Sobrevivié
et. al. coronaria
*k 1
Bangr}%ﬁ Jostent Flex 24 dias SCE P Sobrevivid
et. al. Candida spp. coronaria
Golubev Jomed stent 2 dias S. aureus Arteria Falleci6
et. al. recubierto ) coronaria
Sl Cypher stent 4 dias S. aureus A Sobrevivié
et. al. coronaria
Hoffman | Jomed recubierto 5 dias S. aureus Arteria Sobrevivié
et. al. de heparina ) coronaria
Thera.?lsé]e Palmaz-Bann 10 dias = aureus y = Arteria lliaca Fallecio
et. al expandible epidermidis
Ethlm[lz] Palmaz 2 meses S. aureus Arteria lliaca Fallecio
5%?“;? 5 Palmaz 3 meses S. aureus Arteria lliaca Sobrevivié
5%?“;? % Palmaz 4 semana S. epidermidis Vena lliaca Sobrevivid
Bukhari Arteria -
et al. [ Palmaz 3 meses S. aureus Renal Fallecio

Esta tabla se basa en la documentada previamente por Kaufmann, et. al., 2005™.

*Ref: Referencia.
*SCNR: Staphylococcus Coagulasa Negativo resistente a Oxacilina.

Dentro de los posibles riesgos de infeccion por colocacién de stents, se
encuentran: la reutilizacion de catéteres, la contaminacion de agujas con
microorganismos de la piel, la formacién de hematomas locales, el incremento
del tiempo en el procedimiento™, la utilizacién de dispositivos para didlisis, etc.
Por otro lado, las zonas de colocacion de stents como las arterias aorta e iliaca,
presentan una tasa de infeccion menor al 1%, mientras que la tasa de infeccion

aumenta de un 2% a 5 %, cuando se trata del area inguinal®.
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Con el fin de demostrar la infeccion bacteriana relacionada con el uso de stents,
dos estudios realizados en modelo animal han sido reportados. Para este fin, en
ambos estudios se utilizaron porcinos, a los cuales se les realizé el
procedimiento de APT, a un grupo con colocacion de stent y a otro sin
colocacion del mismo. Posteriormente les fue inyectado un inéculo bacteriano de
S. aureus. 72 horas después de haber inoculado los animales, éstos fueron
sacrificados para observar tanto los stents como las arterias intervenidas. Los
resultados mostraron sefiales de inflamacion y cultivos bacterianos positivos.
Finalmente se concluyé que es necesario llevar a cabo futuros estudios que
permitan evaluar, de forma mas certera, la incidencia de dichas infecciones en

humanos!® 7.

Datos obtenidos por el Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones
Nosocomiales en Inglaterra, mostraron que el Staphylococcus coagulasa
negativo (SCN) es el patdégeno reportado con mayor frecuencia aislado como
causante de bacteriemia en los pacientes de las unidades de cuidados
intensivos (37.3% comparado con el 12.6% para Staphylococcus aureus)®®. En
contraste con los anteriores hallazgos, se ha encontrado que las bacterias
comunmente aisladas de implantes médicos, incluyen las bacterias gram
positivas: Enterococcus fecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Streptococcus viridans; y las bacterias gram negativas:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomonas

aeruginosa®".

La relacibn de éstos microorganismos con este tipo de
infecciones, se debe a que pueden ser habitantes normales de la piel,
encontrarse en los suministros de agua de los hospitales o pueden ser

transportados por el equipo de trabajadores del area de la salud.

2.1.3 Staphylococcus aureus
El Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, inmovil, de 0.5 a 1.5 um
de didmetro. Microscopicamente se encuentran aislado en pares, tétradas o

formando racimos irregulares®®?. Es considerado anaerobio facultativo y crece

18



facilmente en medios nutritivos convencionales, a una temperatura de 37°C. Sus
colonias se desarrollan después de 24 horas de incubacion, y si se trata de
medios enriquecidos con sangre, con frecuencia, se observan zonas de
hemodlisis alrededor de las colonias. La figura 4(a), muestra como se observan al
microscopio, los cocos Gram positivos cuando son tefidos por coloracion de
gram, y la figura 4(b), muestra un cultivo de S. aureus en agar Infusiébn Cerebro
corazén. Obsérvese el color amarillo de sus colonias, caracteristica por la que

algunas veces, este microorganismo es llamado “Estafilococo dorado”.

Figura 4. (a) Cocos gram positivos®®. (b) Cultivo de S. aureus en agar.

Estructura: EI componente rigido de la pared celular bacteriana, denominado
peptidoglucano o mureina, es un heteropolimero compuesto por dos derivados
de azucares (N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico), los cuales se encuentran
ligados por la unién glicosidica $1,4. También se encuentra compuesto por un
grupo de aminoacidos que incluyen L-alanina, D-alanina, D-glutamico, y Lisina o
acido diaminopimélico (DAP). Estos componentes se unen entre si, para formar
una estructura repetitiva, que se denomina tetra péptido del glicano. Como se
muestra en la figura 5, los péptidos que componen el peptidoglucano de la pared
celular, estdn covalentemente unidos al acido N-acetilmuramico, en cadenas
vecinas de polisacaridos. Notese la mezcla de los aminoacidos L y D en los

péptidos y la presencia de cadenas entrecruzadas de pentaglicina, lo que
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confiere la rigidez caracteristica de la pared celular en las bacterias gram

positivas

[34]

Staphylococcus

aureus
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Figura 5. Peptidoglucano de la pared celular de S. aureus®®.

En las bacterias gram positivas, el peptidoglucano representa hasta el 90% de la
pared celular, y en pequefas cantidades, suelen encontrase otros componentes
como los acidos teicoicos, término que se refiere a polimeros que contienen
unidades de glicerolfosfato y ribofosfato. Estos polialcoholes estan unidos por
ésteres fosfato y a menudo presentan unidos otros azlcares y D-alanina. Debido
a su carga negativa, los acidos teicoicos, son en parte responsables de la carga
negativa neta de la superficie de las células y puede intervenir en el paso de
iones, a través de la pared celular. Algunos acidos que contienen glicerol, estan
unidos a los lipidos de la membrana y debido a esta intima asociacién con

lipidos, reciben el nombre de &cidos lipoteicoicos®.

Los &cidos teicoicos y
lipoteicoicos pueden desencadenar la activacion del complemento por la via
alterna y estimular la secrecién de citoquinas por parte de los macréfagos®. La
figura 6, muestra la estructura global de la pared celular Gram Positiva y la

estructura quimica del acido lipoteicoico.
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Figura 6. Estructura global de la pared celular Gram Positiva ),

Otros componentes importantes en la superficie celular, son los proteoglicanos,
macromoléculas en las cuales una o mas cadenas de glicosaminoglicanos, son
unidas covalentemente a las proteinas de membrana. En muchos casos su
actividad biolégica es proveer mdltiples sitios de unidn, presentando mayor
oportunidad para las uniones hidrégeno y la interaccion electrostatica con otras

superficies de la pared celular®.

Enzimas extracelulares y toxinas: Staphylococcus aureus es considerado
patdgeno humano, por ser el agente etiolégico de un amplio espectro de
infecciones de origen comunitario y nosocomial, debido a que presenta una
amplia gama de factores de virulencia, dentro de los que se encuentran algunos
componentes de su pared celular y una gran variedad de exoproteinas, que
contribuyen en su habilidad para colonizar y causar enfermedad en los

mamiferos.

= Coagulasa: Es una enzima que funciona como la trombina para convertir el
fibrindgeno en fibrina. Al colonizar los tejidos, las microcolonias se rodean por

una pared de fibrina, lo que las hace dificiles de fagocitar.

= Hemolisinas: Casi todas las cepas producen 4 tipos de hemolisinas, a, B, v, Y

0. Estas toxinas pueden ocasionar efectos letales debido al dafo que
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producen en las membranas celulares, que resulta entre otras cosas en

hemodlisis, y es responsable del proceso de necrosis.

» Leucocidina: Son agentes liticos capaces de lisar leucocitos, razén por la que

disminuyen los mecanismos de respuesta del huésped®.
= Exfoliatinas: Son responsables de la lisis de células epiteliales.

» Enterotoxinas: Son aquellas que desencadenan los sintomas de intoxicacion
por alimentos. Se han diferenciado serolégicamente en 8 toxinas: A-E, H, G, I.
Estas proteinas con peso molecular de 35kDa, no son inactivadas por
calentamiento a 100°C de 15 a 30 minutos. Por la respuesta inmunolégica que
causan, especialmente frente a los linfocitos, son consideradas

superantigenost® 3%,

Otras enzimas y citotoxinas que pueden ser encontradas en S. aureus incluyen:

nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidadasas y colagenasas.

Patogénesis y cuadro clinico: La patogénesis y sintomas causados por S.

aureus, pueden desencadenar de uno a tres cursos distintos®?:

= Infeccién invasiva: En este tipo de infeccion, los patdgenos tienden a
permanecer en el mismo lugar, después de haber atravesado la dermis o
mucosa y ocasionar infeccion local caracterizada por presentar lesiones
purulentas, como es el caso de los furinculos, carbunculos, sinusitis, otitis
media, entre otros. Otro tipo de este tipo de infecciones, incluyen las
postoperatorias 0 postraumaticas, como osteomielitis, endocarditis posterior
cirugia cardiaca, neumonia postinfluenza, y sepsis en pacientes
inmunocomprometidos. La colocacion de cuerpos extrafios puede favorecer la
colonizacion por S. aureus, la cual es mediada por diferentes proteinas como
las de adhesién a la pared celular, fibrindgeno vy fibronectina, lo que resulta en

la formacion de una biopelicula y actuaria como foco de infeccion.
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= ToOxicas: La intoxicacion alimentaria, resulta de la ingestibn de alimentos
contaminados con enterotoxinas. Pocas horas después de la ingestion, puede

desencadenar nauseas, vomito y fuerte diarrea.

» Forma mixta: Estados patolégicos como la dermatitis exfoliativa y el impétigo,
son causados por cepas productoras de exfoliatinas que tienen la capacidad
de causar infeccion en la piel. El sindrome de shock toxico por cepas que
producen la enzima TSST-1. Estas cepas pueden causar infeccién invasiva o
colonizar solamente la mucosa. Los principales sintomas son hipertension,

fiebre y brote escarlata (fiebre escarlatina).

2.1.4 Proteinas que median la adherencia del Staphylococcus aureus
El S. aureus produce un gran numero de proteinas, que se unen
especificamente a moléculas del plasma. Estas interacciones han sido
propuestas como mediadoras en el proceso de colonizacién del tejido del
huésped. Esta bacteria ha mostrado que tiene la capacidad de unirse a la
fibronectina (Fn), al colageno, al fibrindégeno (Fg), a la vitronectina y elastina. El
S. aureus interactia con el fibrinbgeno de varias maneras, para producir
diferentes proteinas de union al fibrinbgeno. El principal mediador de la
adherencia al Fg y a la fibrina es una proteina asociada a la superficie celular,
llamada factor de agregacion (en inglés, clumping factor, CLf). Esta unién al Fg
se considera de importancia en el desarrollo de endocarditis, y se presume que
media adhesion bacteriana a implantes médicos. Adicionalmente, el S. aureus
produce tres proteinas extracelulares que pueden unirse al Fg 1
= Coagulasa: Esta proteina tiene la capacidad de unirse a la protrombina (Pt) y
al fibrinégeno (FQg). El complejo coagulasa-Pt, tiene la habilidad de convertir el
fibrindbgeno a fibrina por un mecanismo diferente al de la agregacion natural.
Se considera como factor de virulencia en el desarrollo de infecciones

pulmonares.
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» Proteina extracelular de union al fibrinégeno (Efb): Su rol como factor de
virulencia, ha sido demostrada en infecciones experimentales, donde se ha
observado el desarrollo de anticuerpos contra la Efb. Su funcién fisiologica
aun no es clara, pero se ha visto que el Efb esta directamente involucrado en

la adhesion bacteriana.

» Proteina para la adherencia extracelular: Esta proteina interactia con méas de
7 proteinas del plasma y también tiene la habilidad de unir las células de S.

aureus, para formar oligobmeros y permitir su aglutinacion.

2.2TENDENCIA DE LOS MICROORGANISMOS A LA FORMACION DE
BIOPELICULAS

A comienzos de los afios 20, Zobell y otros investigadores observaron en
poblaciones de bacterias acuaticas, la tendencia por un estilo de vida sedentario,
vivir en comunidad unidas a ciertas superficies. También ha sido descrita la
importancia de la colonizacion bacteriana sobre las superficies desde el punto de
vista ecolégico, debido a que determinados microorganismos, ubicados en sitios
especificos, establecen una relacion simbiotica, como es el caso de la flora
microbiana del tracto digestivo de los rumiantes, la cual promueve la

degradacion y recirculacién de material insoluble®”.

An et al., 200058 menciona que el proceso de adhesién bacteriana puede ser
descrito en dos partes, una fase fisica en la que ocurre un proceso instantaneo y
reversible (fase 1), seguido por una fase celular dependiente de tiempo,
molecularmente irreversible (fase 2). Por otro lado Carpentier y
colaboradores®, proponen que la adhesién primaria entre bacterias y
superficies abidticas, es generalmente mediada por interacciones no especificas
(hidrofobicas), mientras que la adhesién a tejidos vivos es llevada a cabo a

través de puentes moleculares (lecitinas, ligandos o adhesinas).

24



2.2.1 Biopeliculas

Existen una variedad de definiciones para describir en qué consiste una
biopelicula, una de ellas, propone que se trata de una comunidad estructurada
de células bacterianas, que autoinducen la produccion de una matriz polimérica
en la cual se encuentran encapsuladas y les permite adherirse a superficies

vivas o inertes “0

. También se ha dicho que las biopeliculas son un consorcio
funcional de microorganismos organizados dentro de una amplia matriz
exopolimérica, y de forma similar se ha mencionado, que son una comunidad de
microbios dentro de una matriz polimérica organica, adherida a una superficie
U De acuerdo con las definiciones anteriores, se establece que para el
desarrollo de wuna biopelicula se necesitan 3 componentes basicos:
microorganismos, glicocalix y una superficie. Los polimeros extracelulares (EPS,
del inglés Extracelular Polymeric Substances), especificamente los
exopolisacéaridos, son el principal componente del glicocalix, el cual se encuentra
predominantemente compuesto por agua. En la mayoria de las especies, el
glicocalix es principalmente anidnico y crea un sistema compacto eficiente, que
captura y concentra minerales esenciales y nutrientes a partir del ambiente que
lo rodea. También confiere cierta proteccion contra tratamientos ambientales
como los biocidas, antibioticos, anticuerpos, surfactantes, bacteriéfagos y

predadores foraneos tales como, amebas de vida libre y glébulos blancos?®" 3,

Las biopeliculas en la naturaleza se encuentran compuestas por especies
heterogéneas, donde los productos metabdlicos de un organismo pueden servir
como soporte para el crecimiento de otros, al igual que la adhesion de una
especie provee ligandos para la union de otras, sin embargo la competencia por
nutrientes y la acumulacion de sutancias toxicas generadas por los
colonizadores primarios, puede limitar la diversidad de especies dentro de una

biopelicula®”.
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2.2.2 Proceso para la formacién de biopeliculas

El proceso que da lugar a la formacion de una biopelicula puede ser resumido
en 4 fases, como lo indica la figura 7: (1) Acondicionamiento de la superficie, (2)
acoplamiento o adhesién primaria, (3) fijacion o adhesiébn secundaria vy
maduracion de la biopelicula, y (4) desprendimiento de células plancténicas.

Adhesion primaria. Union Maduraciéndel la Desprendimiento
bacteriana a la superficie biopelicula wt
- . §
- iento ﬁdhs:on Secundaria. p
delalsm“a"ﬁ“ E.' monsn'evers.i)ba la L 5
. ‘- [ L(',
Células e 2.3 IS 3.5
.\ plancivnicas 453 a3 .3
) f,y ‘4: - 'v“"
e b ey ek et
g e% Lo el
(%e) 2 SpRE IS Ss
@ Ay eS¢ 6% T
S S a3 5o 53 S ke
I. Primera fase Il. Segunda fase lll. Tercerafase IV. Cuaria fase

Figura 7. Proceso de formacién de una biopelicula.

La primera fase se da por ejemplo, cuando un cuerpo extrafio es colocado en el
sistema circulatorio, y la superficie nativa, es modificada por la adsorcion de
agua, albumina, lipidos, moléculas de la matriz extracelular, el complemento,
fibronectina, sales inorganicas, etc. Ocurrido el acondicionamiento, las
propiedades del cuerpo extrafio se alteran permanentemente, lo que con

frecuencia aumenta la afinidad de los microorganismo por dicha superficie =7

En la segunda fase las bacterias son atraidas hacia la superficie
acondicionada, por efecto de las fuerzas fisicas (adhesion primaria), tales como
el movimiento Browniano, las fuerzas de atraccion de Van der Waals, la fuerza
gravitacional, el efecto de la carga electrostatica de la superficie y las
interacciones hidrofébicas. Igualmente la quimiotaxis y quizas la heptotaxis
podrian contribuir a este proceso. Las interacciones fisicas son clasificadas

como interacciones de largo y corto rango. Las interacciones de largo rango no
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son especificas, se presentan a distancias mayores a los 50 nm, y estan en
funcion de la distancia y la energia libre. Las interacciones de rango corto
comienzan cuando las células y la superficie llegan a tener un contacto cercano
de menos de 5 nm. Estas uniones pueden ser divididas en uniones quimicas
(tales como puentes de hidrogeno), ibnicas e interacciones dipolo, e
interacciones hidrofébicas. Esta union bacteriana a la superficie, es el paso
inicial de la adhesion bacteriana, el cual permite que la siguiente fase de

interaccién molecular o celular, se haga posible 2.

En la tercera fase se presenta la denominada adhesion secundaria, donde las
interacciones moleculares especificas entre las estructuras de la superficie
bacteriana y la superficie del substrato comienzan a ser predominantes. Esto
implica una firme adhesion de la bacteria a la superficie por la unién selectiva de
estructuras poliméricas, entre las cuales se encuentran la capsula, las fimbrias o
pili y lama, donde la parte funcional de estas estructuras son las adhesinas,

especialmente en los casos en que el substrato, es el tejido de un huésped .

Una vez que la bacteria se adhiere irreversiblemente a la superficie, comienza el
proceso de maduracién de la biopelicula. La densidad total y la complejidad de
la biopelicula se incrementan, asi como los microorganismos adheridos a la
superficie comienzan activamente a replicarse y a morir. Paralelo a ello, los
componentes extracelulares generados por la interaccion bacteriana con las
moléculas organicas e inorganicas del ambiente, dan origen al glicocalix. En el
caso de implantes biomédicos infectados, el glicocalix puede incluir proteinas
derivadas de la respuesta inflamatoria del huésped, o proteinas provenientes del
complemento, fibrindbgeno, fibronectina y glicosaminoglicanos adheridos a la
superficie acondicionada. El crecimiento potencial de cualquier biopelicula
bacteriana, esta limitado por la disponibilidad de nutrientes en el ambiente
inmediato, la perfusion de esos nutrientes hacia las células dentro de la
biopelicula, y la remocion de las sustancias de desecho. Adicionalmente existe

un flujo hidrodinamico 6ptimo, que cruza por la biopelicula y favorece el
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crecimiento y la perfusion hacia el interior de la misma. Otros factores que
controlan la maduracion de la biopelicula, incluyen el pH interno, la perfusién de

oxigeno, la fuente de carbono y la osmolaridad.

En la cuarta fase, la biopelicula alcanza una masa critica, y las moléculas
extracelulares comienzan a degradarse, lo que genera una dindmica de
equilibrio, donde la capa mas externa, comienza a desprender organismos
plancténicos. Dichos organismos libres, escapan de la biopelicula y colonizan

otras superficies, dando continuidad al ciclo de generacién de las biopeliculas®"
39

2.2.3 Factores que condicionan la adhesién bacteriana

El proceso de adhesion bacteriana a una superficie viva o inerte y el
consecuente desarrollo de una biopelicula, esta condicionado por diferentes
variables, que incluyen la especie bacteriana, las caracteristicas y composicion
de la superficie, los factores ambientales y los mecanismos moleculares del
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microorganismo! A continuacion se describe con mayor detalle cada uno de

estos factores:

= Ambiente: Aqui se incluyen aspectos como la temperatura, el tiempo de
exposicion, la concentracion bacteriana, la presencia de antibidticos y las
condiciones asociadas con el flujo. Este ultimo factor es considerado como
dominante, ya que influencia fuertemente el nUmero de uniones bacterianas

asf como la estructuracion y desarrollo de la biopelicula®?.

= Caracteristicas de la superficie del biomaterial: La composicion quimica de la
superficie de un biomaterial, influencia la adhesién bacteriana y su
proliferaciéon. Los materiales con diferentes grupos funcionales, estimulan la
adhesion bacteriana, de acuerdo con la hidrofobicidad del material y la carga.
También se considera de gran influencia la rugosidad de la superficie, debido

a que se ha encontrado que las irregularidades de las superficies poliméricas,
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promueven la adhesién bacteriana y el desarrollo de biopeliculas*?, que en
los lugares de depresion, facilita la colonizacion. Por otro lado se encuentra la
configuracion de la superficie, puesto que algunos hallazgos sefialan que en
superficies porosas, la velocidad de colonizacion es mayor que en superficies
densas®.

» Caracteristicas bacterianas: Se debe tener en cuenta que el proceso de
adhesion bacteriana va a depender de la especie, debido a que cada cepa
presenta caracteristicas fisicoquimicas y mecanismos de adhesion diferentes.
Generalmente las bacterias con propiedades hidrofilicas prefieren superficies
hidrofébicas y viceversa. Igualmente se habla de la carga de la superficie
bacteriana, puesto que en suspensiones acuosas, en la mayoria de los casos,
se encuentran cargadas negativamente. Dicha carga varia con la especie
bacteriana, y esta influenciada por el medio de crecimiento, el pH, la fuerza
ionica de la solucion amortiguadora de suspension, la etapa de crecimiento de

la bacteria y su estructura superficial'®.

Por otro lado, varios mecanismos de dispersion son ejecutados para llevar a
cabo la formacion de una biopelicula bacteriana. En la figura 8, se muestra el
comportamiento de adhesion y dispersion de tres especies diferentes: (a)
Pseudomonas aeruginosa, (b) Staphylococcus aureus, y (c) Mycobacterium
fortuitum. Estas estrategias de dispersion, pueden ser divididas en dos: (i)
Dispersion debida al desprendimiento de una capa externa de la biopelicula,
influenciada por el flujo del medio en el que se encuentra y (ii) Dispersion sobre
una superficie soélida. Adicionalmente, en cada una de estas formas, la
dispersion puede darse por diferentes mecanismos de locomocién: movimiento
en conjunto, deslizamiento o movilidad por activacién de mecanismos motores; o
puede ser inducida por el flujo del medio liquido: agregaciéon, movimiento
ondulatorio o movimiento en rollo. Aunque las bacterias con mecanismos de
movimiento en conjunto y movimiento por activacion, tienen la ventaja de que la

movilidad bacteriana es direccionada y propia de la bacteria, la célula por si sola
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no tiene la proteccibn que tendria al estar al interior de una biopelicula. Por el
contrario, las células que estan encapsuladas (b. movimiento circular), se

encuentran protegidas por la biopelicula 3,

A [ —

Asociado al fluido: Dispersion por movimiento en conjunto

= W
r@’ Asociado a la superficie: Movilidad por activacion
TSR SR i

Biopelicula de Pseudomonas aeruginosa

Asociado al fluido: Dispersion de agregados

Asociado a la superficie: Movimiento en rollo

Biopeliculade Staphylococcus aureus

C.
Asociado al fluido: Dispersion de agregados

C%&:’

Asociado a la superficie: Movilidad por deslizamiento

e

=

Biopelicula de Mycobacterium fortuitum

Figura 8. Mecanismos de dispersion para la formacion de biopeliculas de 3 especies
diferentes. (a) Pseudomonas aeruginosa, (b) Staphylococcus aureus, (c) Mycobacerium
fortuitum!*?,

= Proteinas del suero o tejidos: Proteinas tales como la albumina, fibronectina,
fibrindbgeno, colageno desnaturalizado, entre otros, promueven o inhiben la
adhesion bacteriana, ya sea mediando la unién a la superficie del substrato o
entre bacterias. La mayoria de los mecanismos de unidn entre bacterias y
proteinas, son interacciones ligando-receptor especificas!®?. La figura 9
esquematiza el proceso de unién entre el receptor de determinada proteina, al

ligando de una bacteria.
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Figura 9. Formacién de un complejo ligando-receptor de un ligando bacteriano con el
sitio de unién de determinada proteinal®!.

2.2.4 Funcién del quorum sensing en la formacion de biopeliculas

El quorum sensing es un término utilizado para describir la emision de sefales
entre bacterias. Aunque varios sistemas del quorum sensing son conocidos,
quizas los que han sido descritos con mayor frecuencia, son el acyl-homoserine
lactone (acyl HSL), presente en la mayoria de especies gram negativas, y el
sistema Al-2, encontrado en varias especies de gram negativos y gram positivos.
De acuerdo con los estudios realizados, el quérum sensing no parece estar
involucrado en la formacién de la biopelicula, sin embargo ha mostrado tener
influencia en el desarrollo de biopeliculas de varias especies. Por ejemplo el gen
regulador (accesory gen regulator, agr) del sistema quérum sensing en
Staphylococcus aureus, reprime varias adhesinas de superficie, que median el
contacto con la matriz huésped, como las proteinas de unién al fibrinbgeno y a la
fibronectina, mientras que bajo ciertas condiciones, mutantes agr, pueden
adherirse a superficies bibticas y abiodticas, con mayor eficiencia que otras
cepas. Finalmente el quérum sensing ha mostrado tener influencia en la

maduracién, agregacion y disolucion o dispersion de las biopéliculas?®.

2.2.5 Relacion de las biopeliculas con el desarrollo de infecciones
La formacion de biopeliculas representa una estrategia que facilita la

supervivencia microbiana, en la que los microorganismos, incluidos los
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patdgenos, presentan un equilibrio dinamico, donde la matriz de células

encapsuladas, madura y libera microorganismos que se diseminan hacia nuevas

superficies!*!

. Los microorganismos al estar incluidos dentro de un glicocalix,

dificilmente son alcanzados por los agentes antimicrobianos, al igual que por los

mecanismos de defensa del sistema inmunolégico. De esta forma, se cree que

pueden ser el origen de un gran numero de infecciones, al igual que de la

recurrencia de las mismas. La tabla 3 presenta las principales patologias

asociadas al desarrollo de biopeliculas.

Tabla 3. Patologias asociadas al desarrollo de biopeliculas.

Patologia

Bacterias relacionadas

Observaciones

Fibrosis quistical*“®!

Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus y Bulkhoderia spp.

Resistencia a antibidticos.
P. aeruginosa presenta mltiples
mutantes fenotipicos, capaces de
desarrollar biopeliculas.

Calculos renalest**"

Proteus, Providencia, Klebsiella,
Pseudomonas spp.

Infecciones persistentes.
Resistencia a antibiéticos

Endocarditis
bacteriana™”

Stapylococcus aureus,
Streptococcus sanguis y S. mutans

Asociado a valvulas cardiacas.
Infecciones persistentes.

Otitis medial® *®

Streptococcus, Haemophilus,
Moraxella, Staphylococcus,
Pseudomonas spp.

En pacientes se han observado
cultivos negativos, pero en
ensayos realizados en modelos
animales, se ha observado el
desarrollo de biopeliculas en la
mucosa.

Prostatitis cronical®® & 49!

Escherichia coli, Klebsiella,
Proteus, Serratia,
Pseudomonas, Bacteroides,
Gardnerella, Corynebacterium spp

Biopsias demuestran la presencia
de bacterias en el ducto
prostatico, a pesar de observar
urocultivos negativos.

Infecciones en el tracto
biliar®

Periodontotitis*® 5%

Infecciones oftalmicas®®?

Salmonella spp.

Fusobacterium,
Peptoestreptococcus,
Eubacterium, Lactobacillus,
Pseudomonas, Bacteroides,
Haemophilus spp.

Staphylococcus haemolyticus y
Candida tropicalis

Infecciones asociadas a implantes
médicos.
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La figura 10 muestra el proceso de colonizacion y formacion de una biopelicula
de importancia clinica sobre un cuerpo extrafio, y su respuesta frente a los

mecanismos de defensa del huésped y agentes antimicrobianos.

E3 Antbictico [ A | Anticuerpo DCéIulapbnciﬂn @ Céluladela B Enzimas fagociticas
biopelicula

Figura 10. Diagrama de una biopelicula de importancia clinica®. (a) Las células

plancténicas, pueden ser capturadas facilmente por los anticuerpos y fagocitos, ademas
son susceptibles a la accion de los antibiéticos. (b) Las células bacterianas adheridas a
superficies inertes en forma de biopelicula (Células Sésiles), son resistentes a la accion
de los anticuerpos, fagocitos y antibiéticos. (c) Los fagocitos son atraidos hacia la
biopelicula, donde liberan sus enzimas, pero el proceso de fagocitosis es frustrado.
(d) Por ultimo, las enzimas fagociticas dafian el tejido alrededor de la biopelicula y las
bacterias planctdnicas son liberadas de la biopelicula, lo que causa la diseminacion y
subsecuente infeccién aguda, generada por la colonizaciéon de los microorganismos en
los tejidos vecinos.

2.2.6 Técnicas parala generacion de biopeliculas

Con la finalidad de evaluar el proceso de formacion de biopeliculas, los
mecanismos que participan en dicho proceso, los requerimientos nutricionales y
el tiempo que pueden tardar en desarrollarse, se han creado diversas
metodologias y sistemas in-vitro, tanto estaticos como de flujo para inducir la

formacion de biopeliculas. A continuacién se presentan algunos ejemplos:

= Ensayos estaticos: Este tipo de ensayos son simples, econémicos y facilitan el

estudio de la adhesion bacteriana sobre diferentes superficies. En principio, es
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necesario preparar la superficie, sumergiéndola en una suspension celular por
un periodo de tiempo determinado. Posteriormente las células no adheridas
deberan ser removidas para realizar el recuento de las células adheridas a la
superficie. Dicho conteo puede llevarse a cabo por microscopia, métodos para
el recuento de células viables, métodos indirectos como espectrofotometria,
Coulter Counter, marcadores bioquimicos etc. También se pueden utilizar
métodos para la evaluacion de la biopelicula, como la microscopia electrénica

y microscopia de fuerza atémical®.

Céamaras de flujo de placas paralelas: Como muestra la figura 11-a, este es un
sistema tanto comdn como sencillo de construir, donde el flujo generado
dentro de la camara puede ser analizado matematicamente. Generalmente se
utiliza una bomba que provee un flujo constante, donde el fluido entra de un
lado y sale por el lado opuesto de una camara rectangular. La placa superior
es usualmente una laminilla de vidrio, mientras que en el fondo esta el
preparado de la superficie, en el cual las células han sido dejadas por un
tiempo predeterminado. EI movimiento del fluido crea cierto estrés sobre la

pared, el cual es calculado en la siguiente ecuacion:

-, 0 APh2L
Donde AP es la presion de la gota (AP = (12L/h® W)uQ), h es la altura, L es

la longitud y W es el ancho de la camara. u es la viscosidad del fluido y Q es

la velocidad del flujo volumétrico.

Camara de flujo radial: La figura 11-b, muestra que esta camara consta de 2
discos planos, separados por un espacio angosto de unos 200 um. Para una
velocidad volumétrica de flujo dada (Q), la velocidad de division en la
superficie del colector, es inversamente proporcional a la posicion radial del
portal de ingreso (r) y es calculado a partir del espacio de la anchura (h)

utilizando la siguiente la relacion:

S113Q/~h?.
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= Disco rotatorio: La figura 11-c, muestra un sistema que utiliza un disco
rotatorio en un medio liquido, donde pueden distinguirse a lo largo de la
superficie, una region de flujo laminar, una region transitoria y una regiéon de

flujo turbulento.

= Sistema de flujo con cdmara: Como se observa en la figura 11-d-A, este
sistema cuenta con un flujo de entrada que es conectado por un tubo de
silicon, excepto por el tubo que se dirige hacia la bomba peristéltica, el cual es
de marpreno. Las dimensiones normales del tubo son de 3.0 mm (diametro
externo) y 1.0 mm (diametro interno). El tubo entre la trampa de burbujas y la
camara de flujo debe ser lo suficientemente largo, para de esta forma facilitar
el montaje de la camara sobre el microscopio. Las flechas indican el lugar
donde los tubos son ensamblados con los conectores. La figura 11-d-B,
muestra que la camara de flujo consta de 4 canales paralelos. Cada canal es
de 1mm de profundidad y los orificios para el flujo de entrada y salida son de
3.0 mm. Una lamina cubreobjetos de 50 x 40 mm, es colocada para cubrir los
canales utilizando pegamento de silicona y un tubo de silicon es insertado en
cada terminacién. La velocidad de flujo aplicada a este sistema es de 0.2 mm

por segundo®®.

A partir de los modelos anteriormente mencionados, se han desarrollado otros
como el utilizado por Anderson et. al., 2007, en el cual se evaluaron los
mecanismos de adhesion mediados por la adhesina FimH de tres cepas de
Escherichia coli, aplicando cierta velocidad de flujo. Muchos otros estudios han
empleado el modelo desarrollado por Christensen et al., 1999%° por la facilidad
del disefio que permite observar las muestras al microscopio, sin tener que
retirarlas del sistema de flujo. Adicionalmente, en otros sistemas de flujo se han
modificado algunos materiales, con el fin de adaptar la cAmara de flujo a equipos
como el espectroscopio infrarrojo y de esta manera rastrear la formaciéon de
biopeliculas en tiempo real, obteniendo informacion sobre su composicién

quimica®’.
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Figura 11. Sistemas de flujo para el desarrollo de biopeliculas. a) CAmara de flujo de placas
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B. Camara de flujo.
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Por otro lado, se han desarrollado modelos de infeccion in-vivo en diferentes
animales, dentro de los que se encuentran perros, ovejas, cabras, porcinos,
pollos, conejos, cobayos, ratas y ratones. Diversas técnicas han sido descritas
para evaluar la colonizacion de diferentes biomateriales, como los utilizados para
implantes y catéteres, sin embrago, muy poco ha sido descrito en relaciéon con
los implantes intravasculares metélicos, hallandose reportado en la literatura, tan
sélo dos estudios realizados por Thibodeaux, et al., 1996 y Hearn, et. al.,
19971 en los que se emplearon porcinos, a los cuales se les realiz6 el
procedimiento de APT para la colocacién de implantes intravasculares metélicos
de Palmaz e inducir posteriormente un proceso infeccioso con S. aureus. Los
resultados mostraron indicio de inflamacion y presencia de células bacterianas,
sin embargo los implantes colonizados no fueron analizados en detalle, tan sélo

se obtuvo el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC).

Para inducir la formacion de biopeliculas, se debe tener en cuenta el modelo de
infeccion, ya que dependiendo del interés del estudio, éste puede ser local o
generalizado, y en el caso preciso de los implantes intravasculares metalicos, es
necesario inocular el animal directamente en la circulacidbn sanguinea, puesto
gue estos implantes son colocados en venas o arterias. También se deben tener
en cuenta las caracteristicas del microorganismo, como los factores de
virulencia, de lo que depende su capacidad para evadir el sistema inmunologico
y lograr iniciar el proceso de colonizacion. De igual forma es importante la fase
de crecimiento, para la que se recomienda la fase logaritmica, debido a que el
contenido de lipopolisacaridos (LPS) y polisacaridos capsulares es mucho
mayor. En el caso de bacteriemias inducidas con Escherichia coli, se han
observado conteos que rara vez exceden valores de 10* UFC/mL, y los
recuentos maximos, alcanzan valores de 10’ UFC/mLP®. A continuacion en la
tabla 4, se presentan algunos estudios en los que se han inducido bacteriemias
por via intravenosa en modelo animal, haciendo especial énfasis en el tamafio

de los indculos, en el volumen aplicado, la cepa bacteriana utilizada, el modelo
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animal y sus caracteristicas, el tiempo de exposicién al inéculo bacteriano y los

resultados obtenidos en cada uno de los casos.

Tabla 4. Estudios realizados induciendo bacteriemia por via intravenosa.

OBJETIVO DEL ESTUDIO MODELO ANIMAL/ CEEA/ TIEMPO RESULTADOS
TAMANO /LUGAR DEL INOCULO
Desarrollar un modelo infeccioso
de endocarditis en ratas, a partir Rata
de una infeccion primaria en la S. aureus. Se observo un bajo nivel de
union temporomandibular, 10’ CFU 7 dias bacteriemia a partir del foco
induciendo la traslocacion Intravenoso de infeccion utilizado.
hematégena en wuna valvula
aortica traumatizada®®.
Determinar Si los stents Porcino Stent/arteria: 50% cultivos
intravasculares metalicos en un S. aureus positivos.
modelo porcino, pueden ser (a) 5 mL 3x 10° UFC Después de Estenosis: 7%  cultivos
infectados al inyectarles un colocacion del stent (b) 5 mL 3 dias positivos.
in6culo bacteriano posterior a la 6x10° , 4 semanas después de la Evidencia de inflamacion en
colocacion del implante[s' 1 colocacion del stent. las arterias con cultivos
Intravenoso positivos.
Demostrar que un modelo
experimental de bacteremia por S. RS i aifines, Sice A diferentes El inéculo utlllZE_ldO’nO |nFiu10
aureus en ratones, puede ser . la muerte de ningan animal
o . Webster con 8 a 10 semanas. tiempos (1, 3,
utilizado para correlacionar la hasta las 72 horas.
L. . . S. aureus 6, 24, 48 'y 72 L .
actividad de citoquinas en suero y 7 . - Disminucion del indculo
- 0,2mL5x 10" CFU/mlI h) después de .
tejido, con hallazgos . bacteriano y aumento de
. L. Intravenoso inoculados. . . .
histopatolégicos y conteo citoquinas con el tiempo.
bacteriano en sangre y tejido®®”.
Comprobar que la pérdida del La ausencia del locus ica no
locus ica que |qduce la inhabilidad Ratones hembra Swiss-Webster permite la expres.|on de
de producir Poly N PNAG, lo que disminuye la
. ] de 5 a 7 semanas . .
acetilglucosamina (PNAG), afecta capacidad virulenta de las
severamente la virulencia de 3 S. aureus 2y 4 horas cepas de S. aureus
. 0.2 ml 5x10° CFU/mL P ' '
cepas de S. aureus utlizando INravenous
modelos murinos de bacteremia, -Reduccion de la bacteremia
infeccion renal y letalidad™. <2 CFU/mL.
REVOTES (EMIarE), EEpe CIoH . in6culo de 5-8x10° CFU no
S. aureus A los 7 dias de

Determinar el rol que las
proteinas de superficie
codificadas por los genes srtA y
srtB, juegan en la abilidad del S.
aureus para desarrollar
infeccion®?.,

Modelo de infeccion letal aguda.
5 animales fueron infectados con

acuerdo con el
porcentaje de

causo la muerte de ninguno
de los animales infectados

3 indculos de: 10°, 10°y 10’ sobreviencia, | ¢°" 2 dlferentgs’ cepas.
. Aumentando el inéculo a
UFC/mL. se estim6é la 7
. 10°, se observaron
Intravenoso dosis letal 50 . .
(LDso) porcentajes de mortalidad
507 altos (73% a 80%).
R'atas Sprague-Dawley de250 25 Todos los catéteres fueron
g’ aUreus infectados, con un promedio
' 2 dias de 7.7+1.6 logio UFC, con

Modelo de endocarditis en
ratas. 1mL, 10° cfu/mL.
Intravenoso

relacibn a la cepa no
modificada genéticamente.
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2.2.7 Técnicas para el andlisis de biopeliculas

Una vez se ha desarrollado la biopelicula ya sea in-vitro o in-vivo, es
necesario contar con el equipamiento necesario para su andlisis, lo que
comprende, conocer su morfologia y estructura, su composicién quimica,
caracterizar los mecanismos fundamentales en el proceso de adhesién, los
genes que median la expresion de proteinas importantes en dicho proceso; asi
mismo, estudiar la composicion de la superficie donde se dio lugar a la
formacion de la biopelicula, y determinar que componentes tanto de la superficie

como del medio propiciaron su desarrollo.

Para este fin se han utlizado ampliamente microscopias como la de
transmision del electrones (TEM, del inglés tranmission electron microscopy),
SEM, microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM, del inglés
environmental scanning electron micrsocopy (ESEM), microscopia de contraste
interferencial con y sin fluorescencia (DIC, del inglés episcopic differential
interference contrast microscopy), microscopia de contraste modulado de
Hoffman (HMC, del inglés Hoffman modulation contrast microscopy), AFM y
microscopia confocal de barrido laser (SCLM, del inglés scanning confocal laser
microscopy). Un estudio realizado por Surman et. al., 1996!°® comparé las
diferentes microscopias para determinar cual de todas era la mas apropiada, sin
embargo concluyé que todas son utiles dependiendo de lo que quiera ser
estudiado y recomienda que para obtener un mejor analisis de la compleja
estructura de las biopeliculas, es conveniente la utilizacion de varias
microscopias que sean complementarias entre si. Se podria considerar que las
microscopias empleadas con mayor frecuencia para dicha finalidad, son la SEM
y AFM, por lo que continuacion se profundizard un poco mas acerca de su

principio y ventajas:

= Microscopia de barrido electronico (SEM): Este microscopio contiene dos
haces distintos de electrones que se encuentran sincronizados. El haz

principal se usa para iluminar la muestra. El haz auxiliar, es parte de un tubo
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de rayos catodicos idénticos al de un televisor. En respuesta a la iluminacion
del haz principal, un punto de la muestra emite electrones secundarios. La
cantidad de estos electrones se mide y se utiliza para modular el haz auxiliar,
gue crea un punto luminoso u oscuro en la pantalla. El haz principal va
recorriendo punto por punto la muestra, a la vez que el haz auxiliar va
construyendo la imagen de la misma manera. La cantidad de electrones
secundarios que emite un punto de la muestra, depende de dos factores: la
topografia de la muestra y el nimero atémico del elemento que forma la
muestra. Las regiones con caracteristicas irregulares, emiten mas electrones
y se visualizaran como puntos brillantes en la pantalla; las regiones mas
planas, emiten menos electrones y se visualizan como puntos oscuros®¥.
Para este fin, las muestras deben ser recubiertas con una capa de metal
delgado que permita la conductividad de electrones. La gran ventaja de este
tipo de microscopia, es que permite obtener imagenes de alta resolucion, por
lo que es posible visualizar con mayor detalle las diferentes estructuras
contenidas en la muestra. La figura 12, esquematiza el funcionamiento de un

microscopio de barrido electronico.
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de electrones
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Figura 12. Explicacién gréafica del funcionamiento de un microscopio de barrido
electrénico (SEM)®,

Microscopia de fuerza atomica (AFM): Este microscopio posee una sonda
de barrido que utiliza una punta piramidal adherida al extremo de una
meénsula, a la cual se le detecta la deflexion, enfocando un laser en el dorso
de ésta y dirigiéndolo hacia un fotodetector. Un circuito de retroalimentacion,
trata de mantener la deflexion de la ménsula constante y la sefial de error
gue usa para corregir la deflexion, se utiliza para reconstruir una imagen
topografica de la muestra. En el modo de contacto, la sonda se aproxima
tanto a la muestra, que las funciones de onda cuanticas de los atomos, tanto
de la muestra como de la zona se traslapan, de modo que la fuerza ejerce
sobre la sonda una fuerza de repulsién. En el modo de nocontacto, la
sonda se mantiene a una cierta distancia intermedia de la muestra, desde
donde ésta ejerce sobre la sonda las fuerzas de atraccion de Van der
Waals. En el modo de contacto intermitente, la ménsula se pone a vibrar
a un punto cercano a su frecuencia de resonancia. La oscilacién de la
ménsula es monitoreada por el fotodetector. Cuando la sonda se acerca a la

superficie, el movimiento de la sonda es amortiguado conforme empieza a
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hacer contacto con la superficie. El nivel de amortiguamiento se hace igual a
un valor prefijado y las desviaciones de este valor se registran punto por
punto y se utilizan para construir una imagen topogréfica de la muestra. Esta
modalidad es ideal para trabajar con muestras blandas, ya que produce

menos dafio que en el modo de contacto®”

. La figura 13, muestra de forma
gréfica, los componentes y el funcionamiento del microscopio de fuerza

atomica.

Fotodetector

Laser

Ménsula

\_ Atomos de superficie )

Figura 13. Representacion grafica del Microscopio de Fuerza Atémica (AFM)©°,

El AFM ha sido una herramienta (til en el estudio de biopeliculas
bacterianas, para la medicion de dimensiones criticas, la rugosidad de las
superficies y la organizaciéon de EPS hidratadas, como es el caso de
biopeliculas desarrolladas por Pseudomonas spp., Azospirillum brasilense,

Sacharomyces cerevisiae, Lactococcus lactis®”), entre otros.

Otras técnicas complementarias a las técnicas de microscopia, también han

sido incorporadas al estudio de las biopeliculas, tal es el caso de la

espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier, la cual permite obtener

informacion cualitativita y cuantitativa, y por su sensibilidad, rapidez, bajo costo
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y facilidad en la preparacion de la muestra, promete tener un gran impacto en el
campo de la microbiologia. El principio de la técnica consiste en obtener el
espectro infrarrojo de los compuestos quimicos de una muestra, los cuales son
comparados con un estandar de picos en diferentes intervalos de absorcion ya
descritos, considerados como la huella digital de cada compuesto quimico. Es
asi como ha sido posible realizar la deteccion e identificacion de
microorganismos y hongos, la caracterizacion de células cancerigenas, células
infectadas con virus y diferentes sustancias farmacoldgicas inyectadas en
animales®®. Un estudio realizado por Donlan et. al., 2004, evidencié bandas
especificas de polisacéaridos en la regién de los 1200 a 900 cm™, al igual que
bandas compatibles con amidas, en la regién de los 1650 a 1550 cm™,
demostrando asi, la presencia de polimeros extracelulares en la formacion de

biopeliculas.
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3.1 Activacion de la cepa de Staphyloccocus aureus ATCC 29213
3.1.1 Reconstitucion y almacenamiento de Staphyloccocus aureus

Reconstitucion del Staphylococcus aureus

Se reconstituy6 el Staphylococcus aureus, siguiendo las indicaciones del inserto:

a. Retirar del empaque el dispositivo, el cual consta de una ampolleta con 0.5
mL de medio transporte Stuart (ver composicion en el anexo 1), un aplicador y
bacterias viables liofilizadas.

b. Sostener el dispositivo de forma vertical y en el extremo de arriba, apretar la
ampolleta fuertemente con la yema de los dedos hasta romperla y liberar el
medio liquido.

c. Dejar humedecer el aplicador y el liofilizado.

d. Sembrar en el medio de cultivo apropiado.

Almacenamiento del Staphylococcus aureus

El procedimiento de almacenamiento, se llevo a cabo de la siguiente manera:

a. A un frasco con 60 mL de caldo Infusion Cerebro Corazén (Merk),
previamente esterilizado, se le adicion6 el microorganismo reconstituido. La
composicion del medio de cultivo, se describe en el anexo 1.

b. El frasco se cerré parcialmente y se dejo en incubacion a 37°C, por un
periodo de 5 horas, cuando se observo una alta turbidez.

c. Se prepard una solucién de criopreservacion, agregando 18 mL de glicerol
estéril, a los 60 mL de medio de cultivo previamente inoculado.

d. El frasco se agitdé durante unos minutos hasta que el glicerol se mezclo
completamente con el medio de cultivo.

e. Se colocaron 1.5 mL de la solucion de criopreservacion con la suspension
bacteriana, en microviales con tapa.

f. Cada vial fue marcado con la informacion del microorganismo y la fecha de
congelacion. Las tapas fueron cubiertas con papel parafiim para evitar la

apertura de algun vial durante el almacenamiento.
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g. Los tubos fueron colocados en una caja para microviales y se almacenaron
a -20°C (+2°C).

h. Se realiz6 una prueba de viabilidad tomando una muestra con asa
bacteriolégica de uno de los viales y sembrandola en agar Infusion Cerebro
Corazon (Bioxon). El cultivo se incub6 a 37°C por 24 horas. La composicion del
medio de cultivo se describe en el anexo 1.

i. Del cultivo anterior, se realizé una coloracién de gram, para confirmar la
presencia de cocos Gram positivos y la esterilidad del cultivo criopreservado.
Igualmente se realiz6 una prueba de identificacion con un kit comercial para
Gram positivos (BD, BBL Crystal Identification system) con el fin de confirmar
la pureza de la cepa.

3.1.2 Curvas de crecimiento y calibracion de Staphylococcus aureus

Se realizaron varias curvas de crecimiento, con el fin de comparar con cual
de ellos se obtenia el desarrollo éptimo del microorganismo. Para ello, una de
las técnicas empleadas, fue la espectrofotometria, por medio de la cual se
determind la absorbancia o densisdad 6ptica (DO), de suspensiones bacterianas
en diferentes medios de cultivo, a través del tiempo. Para entender el término de
DO, es necesario entender el término de transmitancia (T), la cual se define
como la fraccion de radiacién incidente, transmitida por una solucion, a causa de
la interaccion entre los fotones y particulas absorbentes, una vez un haz
colimado de radiacion monocromatica, es atenuado al atravesar una solucion

con un grosor de b cm y una concentracion ¢ de una especia absorbente:

T =PIP,

P hace referencia a la intensidad de luz transmitida y Py a la intensidad de luz
incidente. De acuerdo con lo anterior, se ha establecido que la absorbancia (A) 6
DO de una solucion, aumenta conforme disminuye la transmitancia, por lo que

se define con la siguiente ecuacion™:

A =-logl10T = log Po/P
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l. Curva de Crecimiento en caldo infusién cerebro corazon

La primer curva de crecimiento se realizé utilizando caldo Infusion Cerebro
Corazén (Merck), inoculado con la bacteria recién reconstituida. La lectura se
realizd en un espectrofotdmetro de absorcion ultravioleta visible (UV-Vis) marca
Perkin-Elmer Modelo Lambda 25. El procedimiento empleado se describe a

continuacion:

a. Se tomaron 2 tubos tapa rosca, uno con 8 mL y otro con 9 mL de caldo
infusion cerebro corazoén. El primero se reservo para la lectura del blanco, y al
segundo tubo se le agregaron 90uL de un in6culo bacteriano, el cual fue
preparado diluyendo 10 pL de la cepa recién reconstituida, en 10 mL de caldo
infusion cerebro corazon.

b. El tubo inoculado se agitdo fuertemente para homogenizar la suspension
bacteriana. Posterior a la lectura del blanco, se dispensaron 4 mL de la
suspension bacteriana en una celda de cuarzo para su lectura por
espectrofotometria.

c. El espectrofotometro fue programado para que realizara una lectura por
minuto, durante 24 horas, a una longitud de onda de 600nm y temperatura
ambiente.

d. La cantidad de inoculo bacteriano restante, fue incubada a 37°C por 24
horas.

e. Paralelo a los puntos c y d, con el fin de conocer el nimero de unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) del in6culo bacteriano, se realizo

la prueba del in6culo de la siguiente manera:

= Agregar a 10 microviales de 1.5 mL, 1.0 mL de solucién salina al 0.85%.

= A partir del in6culo bacteriano, realizar diluciones seriadas 1:10 en los 10
microviales, como se muestra en la figura 12.

= Sembrar 10uL de cada vial en agar Infusién Cerebro Corazén como se
muestra en la figura 12.

= Dejar secar los 10uL en la superficie del agar, y posteriormente incubar a
37°C por 24 horas.
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= Realizar el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/10uL) de

cada dilucion, una vez se cumpla el tiempo de incubacion.

Inéculo bacteriano Diluciones seriadas 1:10

3

I.B.
Din1  Din2 Din3

DIn: Dilucién

Din4

Siembrade 10uL en la superficie del agar

Figura 14. Representacion grafica de la prueba del inéculo.

= Para determinar el valor de UFC/mL, multiplicar por 100 el nimero de
UFC/10uL vy posteriormente multiplicar por el factor de dilucion

correspondiente.

f. El andlisis de los datos obtenidos por espectrofotometria, se realizé con el
programa para graficos de Microsoft Excel, y se presentan en el céapitulo 4,

figura 26.

Il. Curvas de crecimiento utilizando soluciones fisiologicas

Con el fin de verificar el crecimiento del microorganismo en soluciones
fisiol6égicas, se realizaron otras curvas de crecimiento utilizando el mismo
espectrofotometro descrito en el punto I. Las soluciones empleadas fueron: pool
de suero humano inactivando el complemento a 56°C (PSHI), pool de suero
humano sin inactivar el complemento (PSH) y solucién de Hartman (SH). El
procedimiento empleado, fue muy similar al descrito en el punto anterior con

algunas modificaciones, como se describe a continuacion:
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a. Se realizé una siembra en agar infusion cerebro corazén, a partir de uno de
los viales con suspension bacteriana en medio de criopreservacion. El vial se
descongel6 a temperatura ambiente, antes de ser utilizado.

b. El medio de cultivo fue incubado a 37°C por 24 horas.

c. Cumplido el tiempo de incubacién, se tomaron de 2 a 3 colonias y se
inocularon en 5 mL de caldo infusiébn cerebro corazén. La suspension se
incub6 por 5 horas a 37°C, para obtener un cultivo en fase exponencial con
alta turbidez.

d. Se tomaron 50 pL del cultivo y se inocularon en 5 mL de la solucién a
evaluar (PSHI, PSH, SH). Se agit6 el tubo para homogenizar la suspensién y
se dispensaron 4 mL en una cubeta de cuarzo para realizar la lectura por
espectrofotometria. Se realizo blanco de muestra con la solucion respectiva.

d. El equipo fue programado para leer cada minuto por 24 horas, a una
longitud de onda de 600 nm y temperatura ambiente.

e. Paralelo al punto d, se llevo a cabo la prueba del indculo (ver punto I.e).

f. El analisis de los datos obtenidos, se realizdé con el programa para graficos
de Microsoft Excel. El analisis comparativo de las curvas de crecimiento
obtenidas con cada solucién fisiolégica, al igual que los rangos de tiempo,
densidad optica para la fase exponencial, fase de muerte y el conteo de
UFC/mL de la suspension bacteriana de partida, se presentan en el capitulo 4,

figura 26 y tabla 9, respectivamente.

lll. Curva de Calibracion de S. aureus en infusion cerebro corazén

Debido a que en las curvas de crecimiento anteriores no se habia tenido en
cuenta el ajuste del in6culo, es decir que el in6culo de partida siempre tuvo
diferente conteo de UFC/mL, se considero realizar una curva de calibracion que
nos permitiera estimar el indculo con una densidad éptica lo mas préxima a cero,
antes de llevar a cabo la nueva curva de crecimiento. El protocolo utilizado se

describe a continuacion:
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a. Se realiz6 un cultivo en agar infusion cerebro corazén, a partir de uno de los
viales con suspension bacteriana en medio de criopreservacion. El vial se
descongel6 a temperatura ambiente, antes de ser utilizado.

b. El medio de cultivo fue incubado a 37°C por 24 horas.

c. Cumplido el tiempo de incubacion, se tomaron de 2 a 3 colonias y se
inocularon en 5 mL de caldo infusién cerebro corazén. La suspension se
incub6 por 5 horas a 37°C, para obtener un cultivo en fase exponencial con
alta turbidez.

d. En 6 tubos marcados con numeros del 1 al 6, se agregaron 8 mL de caldo
Infusion Cerebro Corazén y se realzaron 6 diluciones 1/10 a partir de la
suspension realizada en el paso anterior, como se muestra en la figura 15.

Cada muestra se proceso por duplicado.

800pL 800pL 800pL  800uL  800uL  800uL

H—

Cultivo 10" 102 103 104 105 10

7.2mL 7.2mL  7.2mL 72mL 72mL 7.2mlL

Figura 15. Diluciones seriadas 1:10 relazadas para la curva de calibracion en

infusion cerebro corazon.

e. Se determind la densidad Optica de cada una de las diluciones, a una
longitud de onda de 650 nm.

d. Se realiz6 la prueba del in6culo a cada una de las diluciones, al igual que a
la suspensidn inicial, siguiendo el procedimiento descrito en el punto l.e, con la
diferencia que solo se realizaron 5 diluciones seriadas 1:100.

e. Los resultados fueron procesados utilizando el programa para graficos de
Microsoft Excel. Los valores de UFC/mL y densidad 6ptica para cada dilucion,
al igual que la curva de calibracion obtenida con dichos valores, se presentan

en el capitulo 4 en la tabla 10 y figura 28, respectivamente.
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IV. Curva de crecimiento de S. aureus en pool de suero humano, con ajuste
del in6culo

Una vez realizada la curva de calibracion, donde se determind la concentracion
en UFC/mL de una DO lo méas cercana a 0, se continué con el desarrollo de la
nueva curva de crecimiento, para la que se seleccion6 pool de suero humano
inactivando el complemento a 56°C, teniendo en cuenta que segun las anteriores
curvas de crecimiento, en esta solucién, el microorganismo se habia
desarrollado de forma mas satisfactoria. Las lecturas por espectrofotometria se
realizaron en el espectrofotdmetro Espectronic 20D, por la facilidad en el manejo
y lectura de las muestras. Las lecturas fueron realizadas cada 2 horas y
adicionalmente, en los mismos periodos, se determiné el recuento de UFC/mL. A

continuacion se describe el procedimiento utilizado:

a. Los puntos a, b y ¢ de la curva de calibracion descrita en el punto Ill, son
iguales para este procedimiento.

b. Se ajusté un indculo bacteriano a una densidad oOptica de 0.001, con el fin
de obtener un inéculo aproximado de 1x10°, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el punto IIl.

c. En 2 tubos de 13x100 mm, se inocularon 80 pL en 8 mL de pool de suero
humano inactivado, posteriormente se cubrieron con parafilm y se agitaron
para homogenizar la suspension bacteriana.

d. Los tubos se mantuvieron a 37°C en una incubadora Burnstead Labline.

e. Se realizaron lecturas de densidad optica (DO) a las 0, 2, 4, 6, 8,10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 48, 54 y 58 horas, a una longitud de onda de 650
nm. Las muestras fueron mezcladas suavemente antes de cada lectura.

f. Con el fin de verificar que las lecturas de DO si correspondieran con
comportamiento del S. aureus y no con la generacion de metabolitos
secundarios, paralelamente se llevé a cabo la determinacion de UFC/mL, en
los mismos periodos de tiempo descritos en el punto anterior. Para dicha
determinacién, se siguié el procedimiento descrito en el punto l.e, con la

diferencia que se realizaron 5 diluciones seriadas 1:100.
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g. Los resultados fueron procesados utilizando el programa para graficos de
Microsoft Excel. El conteo de UFC/mL y la densidad Optica determinados en
cada muestreo, al igual que las curvas de crecimiento de cada uno de estos
parametros con relacion al tiempo, se presentan en la tabla 11 y figura 29,
respectivamente. La curva de calibracion obtenida al enfrentar el conteo de

UFC/mL con los valores de densidad Optica, se presenta en la figura 30.

V. Evaluacién de la variabilidad de lecturas de DO menores a 0.010

Tomando en consideracion que al momento de la realizacion de la curva de
crecimiento descrita en el punto IV, el ajuste del inéculo de partida a una
densidad optica de 0.001, no se logré con facilidad, debido a que el
espectrofotometro Espectronic 20D presentd variaciones de las lecturas en
muestras con DO menores a 0.01, se tomoé la decision de evaluar el equipo y
poder validar los resultados, para lo cual se prepararon por triplicado
suspensiones de S. aureus en solucion de Hartman, siguiendo la metodologia

gue a continuacién se describe:

a. Se realiz6 un cultivo en agar infusion cerebro corazén, a partir de uno de los
viales con suspension bacteriana en medio de criopreservacion. El vial se
descongel6 a temperatura ambiente, antes de ser utilizado.

b. La siembra fue incubada a 37°C por 24 horas.

c. Cumplido el tiempo de incubacion, se tomaron de 2 a 3 colonias y se
inocularon en 5 mL de caldo infusion cerebro corazéon. La suspension se
Incub6 por 5 horas a 37°C, para obtener un cultivo en fase exponencial con
alta turbidez.

d. Los cultivos fueron centrifugados a 6000 rpm, posteriormente se decanto el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 6 mL de solucion de Hartman. Este
proceso de lavado se repiti6 dos veces mas, para finalmente resuspender el

pellet en 8 mL de solucién Hartman.
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e. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la curva de calibracion
descrita en el punto lll, la densidad 6ptica se ajusté a 0.17, esperando obtener
un recuento aproximado de 1x10° UFC/mL.

f. Como se muestra en la figura 16, a partir de la suspension bacteriana con
DO de 0.17, se realizaron 3 diluciones seriadas 1:100, en solucién de Hartman,
esperando obtener recuentos aproximados de 1x10’, 1x10° y 1x10%® UFC/mL,
respectivamente. Se le realizaron 3 lecturas a cada tubo, tanto en el
espectrofotometro espectronic 20D como en el espectrofotometro UV-VIS
Perkin EImer Lambda 25.

1/100 1100 17100

N—W

10° 107 10° 10°

Figura 16. Diluciones seriadas 1:100 a partir de una suspension bacteriana 10°, en

solucion de Hartman.

d. Adicionalmente, en las suspensiones correspondientes a las
concentraciones de 10° y 10° se les determind el recuento de UFC/mL, de
acuerdo con el protocolo para la prueba del in6culo realizado en el punto l.e,
con la diferencia que solo se realizaron 4 diluciones seriadas 1:100, a partir de
cada suspension.

e. Los datos fueron tabulados y comparados para establecer las diferencias

entre cada medicion, como se presenta en el capitulo 4, tablall.

VI. Verificacion de la curva de calibracién en soluciéon de Hartman
Debido que el conteo UFC/mL esperado a una DO de 0.17, no fue de 10° sino
de 108, se llevé a cabo una nueva curva de calibracion, con el fin de verificar los

resultados, ademas de obtener conteo de UFC/mL de cada una de las diluciones
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de 10° a 10°. Para este fin, se realizaron 5 diluciones seriadas 1:10 en solucion
de Hartman y las lecturas por espectrofotometria se realizaron solo una vez, en
el espectrofotdmetro espectronic 20D. La determinacion de UFC/mL para cada
dilucién, fue igual a la descrita en el punto l.e, con la diferencia que solo se
realizaron 4 diluciones seriadas 1:100. A continuacion en la figura 15, se
presenta un esquema de dicho procedimiento.

Leer DO y sembrar en agar para el
recuento de UFC/mL.

- Ajustar a DO
de 0,17 (1+108). IR NTIRNS s~ o~
=>
7
108 10 106 106 10t 10°

9 ml Sin. Hartman

Figura 17. Esquema de las diluciones seriadas 1:10, realizadas para determinar la DO
y el recuento de UFC/mL en cada suspension.

Los datos fueron tabulados y graficados utilizando el programa Microsoft Excel y

se presentan en el capitulo 4, tabla 13 y figura 31, respectivamente.

3.1.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarrojo con transformada de
Fourier (ATR-FTIR) y observacion por microscopia de fuerza atomica (AFM)

de Staphylococcus aureus

La espectroscopia infrarroja es una técnica no destructiva que permite obtener
informacion de la composicion quimica de una muestra. Esta técnica es
apropiada para monitorear el desarrollo de biopeliculas debido a su capacidad
para discriminar los cambios bioquimicos y estructurales en la composicién de
las células microbianas!’™". El equipo utilizado fue un espectroscopio infrarrojo
con transformada de Fourier, utilizando el accesorio de reflectancia total

atenuada (ATR-FTIR) marca Perkin Elmer modelo Spectrum One. La
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preparacién de la muestra se hizo en base a la metodologia propuesta por
Erukhimovitch V., 2005°®. El procedimiento utilizado se describe a continuacion:

a. Partir de un cultivo fresco de S. aureus, de no méas de 24 horas.
b. Tomar de 4 a 6 colonias y colocarlas directamente sobre el ATR.
c. Determinar el espectro IR de la muestra.

Adicionalmente, las células de S. aureus fueron observadas por microscopia de
fuerza atdmica, para tener informacion complementaria sobre su morfologia.
Para este fin se realiz6é un frotis de la bacteria sobre una lamina portaobjetos, a
partir de un cultivo fresco que no tuviera mas de 24 horas. La muestra se dejé
secar completamente y posteriormente fue observada en el AFM, utilizando el

modo de contacto.

3.2 Desarrollo y caracterizacion de la biopelicula

3.2.1 Generacion de la biopelicula de Staphylococcus aureus utilizando
un sistema estatico.

Para observar el proceso de adhesion bacteriana, se fragmentd un stent de
Nitinol en pedazos de 0.5 cm, los cuales posteriormente fueron sumergidos en
sangre total con y sin indculo bacteriano de S. aureus. Estas muestras fueron
monitoreadas a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas. El procedimiento

utilizado se describe a continuacion:

a. A partir de un sujeto voluntario, se obtuvo una muestra de 10 mL de sangre
con 1.4 mL de anticoagulante CPDA-1 (Baxter). La composicion del
anticoagulante, se describe en el anexo 1.

b. En 2 microviales se dispens6 1 mL sangre total anticoagulada.

c. Se prepar6 un inéculo de S. aureus de 10° UFC/mL, teniendo en cuenta el

procedimiento descrito en el punto 3.1.2 inciso VI.
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d. A uno de los tubos se le adicionaron 5 uL del in6culo bacteriano preparado

en el paso anterior, la otra muestra se utiliz6 como blanco.

5.0 L. 103 UFC/mL l

1.0mL

Sangre total

Figura 18. Sistema estatico.

e. Las muestra inoculada y el blanco fueron incubados a 37° C por un total de
168 horas.

f. Cada 24 horas a partir de la hora 0, se tomo6 una muestra de sangre, tanto de
la muestra inoculada como del blanco, para la realizacion del conteo de
UFC/mL y extendido de sangre para coloracion de Wright. El procedimiento
para el recuento de UFC/mL se realizé de acuerdo con el protocolo descrito en
el punto 3.2.1 inciso l.e, con la diferencia que se realizaron 5 diluciones

seriadas 1:100 en solucion de Hartman.

La coloracion de Wright se realizé de acuerdo con el siguiente protocolo:

a. Colocar una gota de 20 pL de sangre sobre una lamina cubreobjetos.

b. Extender la gota sobre la lamina con ayuda de otra lamina cubreobjetos en
forma perpendicular, de tal forma que el extendido se vaya adelgazando
gradualmente formado tres fases: cabeza, cuerpo y cola.

c. Dejar secar el extendido a temperatura ambiente.

d. Colocar unas gotas de colorante de Wright sobre el extendido, hasta que se

cubra completamente. Dejar actuar por 3 minutos.
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e. Agregar 5 gotas de agua destilada o buffer pH 6.8 y soplar hasta observar la
formacion de una capa tornasol. Dejar por 4 minutos.

f. Retirar el colorante agregando agua suavemente. Dejar secar las [aminas a
temperatura ambiente.

g. Observar en microscopio de luz a 100x, utilizando aceite de inmersion.

3.2.2 Generacion de la biopelicula de Staphylococcus aureus utilizando un
sistema de flujo

Se desarrolld6 un sistema de flujo, en el que al igual que en el sistema
estatico, se emple6 sangre total, de tal forma que se suministraran los nutrientes
necesarios para el crecimiento optimo del microorganismo en cuestion, ademas
de simular otras condiciones fisiologicas, como la velocidad de flujo, el
suministro constante de oxigeno y la interaccion con células endoteliales. Para
este fin se utilizé un bafio de tejidos marca Panlab modelo LE11.100 V22/03/04,
el cual permite mantener los tejidos inmersos en solucion fisiolégica, con
temperatura controlada a 37°C y posee una valvula a través de la cual se
introduce oxigeno al sistema, para permitir el intercambio de gases e

incrementar la viabilidad tanto del endotelio como de las células sanguineas.

Para la obtencion del tejido endotelial y sangre total, fueron empleadas ratas
entre los 300 y 600 g, a las cuales se les extrajo la totalidad de su sangre y un
fragmento de arteria aorta de la region abdominal. A continuacion se describen
los pasos que se llevaron a cabo durante el desarrollo del sistema, incluyendo la

manipulacion de los animales:

Procedimiento quirargico
a. Inyectar una combinacion de clorketam y lidocaina a cada una de las ratas
gue seran utilizadas y esperar a que estén completamente anestesiadas.

b. Pesar cada animal antes de iniciar el procedimiento quirurgico.
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. Rasurar el abdomen y térax de cada rata y colocar el animal que va a ser

intervenido sobre la tabla de disecciéon. Amarrar las extremidades del

animal para evitar que este se mueva durante la cirugia.

. Diseccionar el animal pasando el bisturi por la linea central abdomen.

Con una jeringa de 10 mL con 1.5 mL de anticoagulante CPDA (ver
composicion en el anexo 1), punzar el extremo inferior de la arteria aorta y
extraer toda la sangre del animal. Desangrar de 3 a 4 ratas para obtener un
total aproximado de 40 mL de sangre total. Reunir el total de sangre
extraida en una sola bolsa de sangre.

Una vez extraido el total de la sangre (aproximadamente 10-15 ml), cortar
un fragmento de aproximadamente 2 cm de la arteria aorta y sumergir en
soluciéon de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco BRL). La
Composicion de dicha solucion se describe en el anexo 1.

Tomar la arteria extraida e insertar dentro de la misma el stent de Nitinol,
con ayuda del sistema de colocacion que permite la extension del stent.
Amarrar cada extremo de la arteria utilizando sutura quirargica, a la punta

de dos catéteres punzocat.

L Arteria !
Punzocats
Figura 19. Preparacion de la arteria.

Fijar la arteria preparada a la barra metalica que se inserta en el bafio de

|
f h
3
Barra metalica A

Figura 20. Fijacion de la arteria

tejidos.
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Sistema de flujo

j. Conectar dos equipos de venoclisis a una bomba peristéltica. Una de los
tubos debe ir conectado a la bolsa de sangre extraida (via de salida) y el
otro debe ir conectado al extremo del punzocat que conecta con la arteria.

k. El punzocat que se encuentra conectado al otro extremo de la arteria, debe
ir conectado directamente a la bolsa de sangre, lugar por donde se da la via
de salida de la sangre.

I. Una vez conectados todos los tubos a la arteria, colocarla dentro del bafo

de tejidos.
Conexion a la
bomba peristaltica
~
J N L
Conexion ala
e —
bolsa de sangre
\r*v
= I_/
Conexion al bafio
deagua ==

Conexion ala
bomba de oxigeno Conexion a la
solucién de Hartman

Figura 21. Bario de tejidos. Este bafio consta de una camara externa con conexién
a un bafo de agua, y una camara interna con dos conexiones, una de ellas conecta a
una bomba de oxigeno y la otra conecta al suministro de solucién fisiolégica de
Hartman.

m. Conectar la camara de inmersién a la bomba de circulacién del bafio de
agua, el cual previamente ha sido llevado a 37°C. Esta conexion suministra

agua en la parte externa del bafio, para mantener atemperada la arteria.
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n. Otra manguera conecta a la camara interna para suministrar solucion de
Hartman, y una ultima manguera se conecta a la parte interna de la
camara, para suministrar constantemente oxigeno.

0. Una vez ensamblado todo el sistema de flujo, encender la bomba
peristaltica a una velocidad de 50 mL/min y verificar que la sangre este

fluyendo por todo el sistema.

Sin. de Hartman

 Bomba de circulacion Baiio de tejidos

Viade entrada__ gt T

{
ill A s TR A
TT: - E
v ; ]
bt R i i o > Arteria
° ‘ e
o o
.. "o
Bolsade sangre .."' :.

.
Baiio de agua J
a

Bomba de oxigeno

Bomba peristaltica || '
i D ettt >

Llavede 3 vias

Figura 22. Sistema de flujo. Este sistema consta de un bafio de tejidos donde se
encuentra inmersa la arteria preparada; Un bafio de agua con bomba de circulacién que
suministra constantemente agua a 37°C al bafio de tejidos; una bomba de oxigeno y un
suministro de solucién fisioldgica de Hartman, que conectan con el bafio de tejidos; Una
llave de 3 vias y una via de entrada para la toma de muestras y adicién del inéculo
bacteriano; y por altimo, una bomba peristaltica ajustada a una velocidad de flujo de 50

mL/min.

p. Con una jeringa de 1 mL, agregar al sistema de flujo 200 pL de un inéculo

de 10° UFC/mL. Dejar circulando el sistema por 24 horas.
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g. Durante el tiempo de funcionamiento del sistema, tomar muestras de
sangre cada 12 horas, comenzando desde el momento en que se ponga en
funcionamiento (hora 0) y realizar el conteo de UFC/mL, al igual que
extendidos de sangre para su coloracién con Wright.

r. Transcurrido el tiempo, retirar el stent cuidadosamente y procesar para su
andlisis por SEM, EDS, FTIR y cuantificacion de azucares y proteinas.

3.2.3 Extraccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Una vez generadas las biopeliculas tanto en el sistema estatico como en el
sistema de flujo, fué necesario llevar a cabo un pretratamiento que permitiera
extraer las EPS. Cabe recordar que dichas sustancias, son el principal
componente del glicocalix que sostiene la biopelicula, y estd conformado
principalmente por exopolisacaridos y en una menor proporcion, por proteinas.
Este procedimiento se realizO0 en base al descrito por Zhang, X. y

colaboradores!™

y se describe a continuacion:

a. En microviales con 1 mL de solucién salina al 0.85%, se sumergieron por
separado, el fragmento de Nitinol utilizado en el sistema estatico y el stent
utilizado en el sistema de flujo.

b. La biopeliculas adheridas, fueron desprendidas de las muestras descritas
en el punto anterior, sometiéndolas a sonicacién durante un minuto, con el
fin de que quedaran suspendidas en la solucion salina.

c. Dichas suspensiones fueron transferidas a nuevos microviales, y se les
agregaron 2.2 pL de formaldehido.

d. Estas ultimas preparaciones, fueron colocadas en hielo granizado por 10
minutos y a continuacién se agitaron fuertemente durante 3 minutos.

e. Posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante una hora. Una vez
removidos los residuos sdlidos, el sobrenadante estuvo listo para la

cuantificacion de azUcares y proteinas.
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3.2.4 Cuantificacion de azucares y proteinas durante el desarrollo de
biopeliculas

Se realiz6 la cuantificacibn de azlcares y proteinas a las muestras
procesadas tanto para el sistema estatico como para el sistema de flujo de

acuerdo con los protocolos descritos a continuacion:

Cuantificacidén de azucares totales por el método de Dubois

Este método descrito por Dubois, M. y colaboradores!’®, se basa en la reaccién
gue manifiestan los azucares simples, oligosacaridos, polisacaridos y sus
derivados cuando son tratados con fenol y acido sulfarico concentrado,
desarrollando un color naranja-amarillo. El acido sulftrico (H2.SO,4) aumenta la
temperatura de las muestras para hidrolizar los polisacéaridos, deshidratar los
monosacaridos y asi obtener las formas furfural e hidroximetilfurfural de las
pentosas y hexosas respectivamente. Estas soluciones son luego tratadas con
un rectivo aromatico (fenol) para producir un compuesto coloreado que se
puede medir espectrofotométricamente. Las pentosas, hexosas, heptosas y
sus derivados, excepto aminoazulcares, reaccionan generando un producto
coloreado, mientras que las triosas y tetrosas no. Este método permite
determinar cantidades muy pequefias de azucares y sustancias relacionadas.

A continuacion se describe la técnica empleada:

a. Estandar de glucosa: Prepara 100 mL a una concentracion de 400 pg/mL.

Tomar 40 mg de glucosa anhidrida grado analitco, disolver y ajustar a 100 mL
con agua destilada. Rotular la solucién y mantener a 4°C.

b. Curva de calibracion: A partir del estandar de glucosa, preparar soluciones

de glucosa de 0, 10, 20, 40, 50 y 60 pug/mL, de a cuerdo con la tabla 5:

Tabla 5. Soluciones estandar de glucosa.

Estandar de glucosa (L) | ¢ 25 50 75 100 | 125 | 150
Agua destilada (uL) 1000 | 975 | 950 | 925 | 900 | 875 | 850
Concentracion (ug/mL) 0 10 20 30 40 50 60
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c. Preparacion de la muestra problema: Diluir la muestra a analizar de la

siguiente manera:

5% : 50 pL de muestra + 950 pL de agua destilada
10% : 100 pL de muestra + 900 pL de agua destilada
d. Andlisis de las muestras:

= Tomar 1 mL de la muestra problema y/o solucién estandar y blanco, en
tubos de ensayo de vidrio.

= Adicionar 0,5 mL de solucién de fenol al 5%.

= Adicionar 2,5 mL de acido sulfarico concentrado (tratar de no deslizar el
acido por las paredes del tubo de ensayo.

= Llevar al vortex para mezclar y capturar los restos de acido que hayan
podido quedar en las paredes del tubo.

= Dejar reposar de 10-15 minutos.

= Transferir a las celdas colorimétricas.

= Leer en primer lugar las soluciones estandar para realizar la curva de
calibracion, a una longitud de onda de 490 nm. Posteriormente leer las

muestras problema.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
Este procedimiento se llevd a cabo para la cuantificacion de proteinas durante

el proceso de formacion de la biopelicula en el sistema estatico.

El método de Bradford, es un método colorimétrico que se basa en la
deteccion del complejo que se origina entre la forma i6nica del colorante azul
G250 de Coomassie y las proteinas, el cual es detectable una longitud de onda
de 595 nm. El colorante se une especificamente a los residuos proteicos
arginilo y lisilo, pero no se une a los aminoacidos que se encuentran en forma
libre, de acuerdo con ello la técnica es especifica para las proteinas, sin
embargo puede tener ciertas variaciones dependiendo de las proteinas

evaluadas, ya que los residuos proteicos que se unen al colorante, se
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encuentran en diferente proporcion . A continuacién se describe dicha

técnica:

a. Preparacion del reactivo: Disolver 100 mg de azul de Coomassie G250 en

50 mL de etanol al 95%. Posteriormente mezclar dicha solucion con 100 mL de
acido fosférico al 85% y por ultimo llevar toda la solucién a 1 L con agua
destilada. Filtrar la solucion con un filtro Whatman No. 1 y almacenar en una
botella ambar a temperatura ambiente. Siempre filtrar el reactivo antes de
usarlo.

b. Estandar de proteina: Preparar una concentracion de 1mg/mL de albumina
bovina (Proteina estandar, 2mg BSA/mL en 0,9% NaCl con 0,05% de &cida de

sodio ) en agua destilada.
c. Curva de calibracion: Pipetear volumenes de 1, 2, 5, 10, 20 y 40 pL a partir

del estandar de proteina y llevar cada solucion a 100 pL con agua destilada, de
a cuerdo con la tabla 6. Para el blanco utilizar 100 pL de agua destilada.

Tabla 6. Soluciones estandar de albdmina bovina para la curva de calibracién
utilizando el método de Bradford.

AlbUmina bovina (uL) 1 2 5 10 20 40
Agua destilada (pL) 99 98 95 90 80 60
Concentraciéon (ug/mL) 10 20 50 100 200 400

d. Preparacion de la muestra problema: Preparar 100 pL de la muestra

problema, haciendo diluciones de 1/10 a 1/1000, dependiendo de la
concentracion de proteinas esperada en el tipo de muestra. Prepare las
muestras por duplicado.

e. Andlisis de las muestras: Afadir 5 mL del reactivo a cada muestra y mezclar

por inversion o utilizando vortex. Evitar la formacién de espuma.
f. Realizar primero la curva de calibracién, midiendo las soluciones del
estandar de proteina a una longitud de onda de 595 nm, para posteriormente

leer las muestras problema.
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Cuantificaciéon de proteinas por absorcion UV
Este procedimiento se llevo a cabo para la cuantificacién de proteinas durante

el proceso de formacion de la biopelicula en el sistema de flujo.

Este método, se basa en la absorcion de la radiacion por parte de las
proteinas, dependiendo del contenido de los aminoé&cidos tirosina (Tyr) y
triptéfano (Trp), a una longitud de onda de 280 nm. De acuerdo con lo anterior,
pueden observarse grandes diferencias entre los valores obtenidos para

[75]

diferentes proteinas La descripcion de dicha técnica se presenta a

continuacion:

Preparacion de estandares de albumina bovina a partir de una solucion

estandar de 1 mg/mL.

Tabla 7. Soluciones estandares de albimina bovina para la curva de calibracion
utilizando el método de absorcion UV.

Proteina Solucién Conc. Proteina Solucion Conc.
(uL) salina (uL) (ug/mL) (uL) salina (uL) | (ug/mL)
5 4995 1 375 4625 75
10 4990 2 500 4500 100
25 4975 5 750 4250 150
50 4950 10 1000 4000 200
100 4900 20 1500 3500 300
150 4850 30 2000 3000 400
200 4800 40 2500 2500 500
250 4750 50 5000 1000

Cada estandar y cada muestra, fueron leidos a una longitud de onda de 280
nmy la concentracion se calcul6 aplicando la siguiente férmula de acuerdo con

la ley de de Beer-Lambert:
Cug/mL= (A280/€4) 10,000

Donde cygmL €s la concentracion de la muestra, Asgo es la absorbancia a 280
nm, €4 s el coeficiente de extincion porcentual para la albumina bovina, el
cual tiene un valor de 6.6 y 10,000 es el valor que corresponde al factor de

ajuste para reportar los resultados en pg/mL.
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3.2.5 Analisis de la biopelicula por Microscopia de barrido electrénico
(SEM)

Las muestras del sistema estatico y del sistema de flujo fueron sometidas al
proceso de fijaciébn para su observacién por SEM, de acuerdo con el protocolo

descrito a continuacion:

a. Fijar con glutaraldehido al 2% por 2 horas.
b. Lavar con tampdn fosfato pH 7.0 por 5 minuos.
c. Realizar una post-fijacion con tetradxido de osmio (OsO,) al 2% durante una
hora (trabajar en cabina de extraccion de gases).
d. Lavar con tampoén fosfato por 5 minutos.
e. Deshidratar con etanol, de a cuerdo con los siguientes esquemas de tiempo:
= Etanol al 50%: 10 minutos
= Etanol al 70%: 10 minutos
= Etanol al 90%: 10 minutos
= Etanol al 100%: 10 minutos
= Etanol al 100%: 10 minutos
= Etanol al 100%: 10 minutos
f. Dejar secar a temperatura ambiente.

g. Observar las muestras en SEM.

Nota: Todo el proceso de fijacion de las muestras se realizé por inmersion.
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3.2.6 Analsis de la biopelicula por rayos X de electrones dispersados
(EDS)

Las biopeliculas generadas tanto en el sistema estatico como en el sistema
de flujo, fueron sometidas al analisis quimico semi-cuantitativo de las EPS. Para
esta técnica se utilizé la microsonda de rayos X adaptada en el microscopio de
barrido electronico, la cual brinda un analisis quimico de la composicion
elemental del material del implante intravascular metélico, asi como de los
componentes de la biopelicula. Los andlisis se realizaron en locaciones

especificas, previamente identificadas por SEM.

3.2.7 Caracterizacion de la biopelicula por espectroscopia infrarrojo con
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Teniendo en cuenta que la interpretacion de espectros IR de compuestos
biologicos se basa principalmente en el analisis de estructuras de composicion
conocida, tales como &acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos que
frecuentemente se encuentran presentes en diferentes cantidades en las células
microbianas, se identificaron y caracterizaron las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), generadas como resultado del metabolismo celular, de las
muestras procesadas tanto para el sistema estatico como para el sistema de
flujo. Se empled el equipo Perkin-Elmer Spectrum One con accesorio universal
de muestreo ATR de ZnSe. La caracterizacion se llevo a cabo relacionando las
bandas sobresalientes, con los grupos funcionales mas comunes en los

compuestos exopoliméricos.
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Capitulo 4

Resultados y
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4.1 Activacion de lacepade Staphyloccocus aureus ATCC 29213

4.1.1 Reconstituciony almacenamiento de Staphyloccocus aureus
Cada vial con S. aureus en solucién de criopreservacion fue colocado en una
caja para microviales y almacenado a una temperatura de congelacion de -20°C.

La figura 23 muestra la forma como el microorganismo fue almacenado:

Figura 23. Almacenamiento de la cepa de S. aureus ATCC 29213 a -20°C.

La cepa recién reconstituida fue cultivada en agar y caldo Infusion Cerebro
Corazon. Después de un periodo de incubacion de 24 horas, se obtuvo
satisfactoriamente el desarrollo de S. aureus en ambos medios. La figura 24,
muestra el desarrollo de colonias redondas con bordes definidos, color amarillo
crema, caracteristicas del S. aureus. El medio de cultivo liquido muestra una alta
turbidez, lo que indica un abundante crecimiento del microorganismo.

Figura 24. (1) Cultivo de S. aureus ATCC 29213 en agar. (2) Cultivo de S. aureus
ATCC 29213 en caldo.
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La figura 25, muestra la coloracion de gram, en la que se evidencio la
presencia de cocos gram positivos, agrupados en forma de racimo de uvas,
compatibles con el género Staphylococcus. De esta manera se confirmé también

la pureza de la cepa.

Agrupacion en
forma de racimo de
uvas, caracteristica
del S. aureus.

Figura 25. Coloracién de gram del S. aureus ATCC 29213.

Otra prueba realizada para confirmar la especie y pureza de la cepa, fue una
prueba de identificacion realizada con el Kit comercial para microorganismos
Gram positivos, BD-BBL Crystal, Identification System, el cual emplea diferentes
reacciones bioquimicas, para las que se obtuvieron los siguientes resultados
afirmando la presencia de S. aureus, de acuerdo con los valores de referencia

reportados por el kit:
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Tabla 8. Pruebas bioquimicas para la identificacion de microorganismos gram
positivos.

Substrato Cédigo Pos. Neg.
4MU-B-D-glucésido FGC X
L-valina-AMC FVA X
L-fenilalanina-AMC FPH X
4MU-a-D-glucdsido FGS X
Acido L-piroglutédmico —~AMC FPY X
L-triptofano-AMC FTR X
L-arginina-AMC FAR X
4MU-N-acetil-B-D-glucosaminida FGA X
4MU-fosfato FHO X
4MU-B-D-glucoronido FGN X
L-isoleucina-AMC FIS X
Trealosa TRE X
Lactosa LAC X
Metil-a & B-glucdsido MAB X
Sucrosa SuUC X
Manitol MNT X
Maltotriosa MTT X
Arabinosa ARA X
Glicerol GLR X
Fructose FRU X
p-n-p-B-D-glucésido BGL X
p-n-p-B-D-celobiosido PCE X
Prolina & Leucina p-nitroanilida PLN X
p-n-p-fosfato PCE X
p-n-p-a-D-maltosida PAM X
ONPG & p-n-p-a-D-galactosido PGO X
Urea URE X
Esculina ESC X
Arginina ARG X

4.1.2 Curvas de crecimiento y calibracién de Staphylococcus aureus

La figura 26 muestra el crecimiento de S. aureus en los medios descritos en
el capitulo 3, puntos |y Il. En las curvas se pueden apreciar las 4 fases del
crecimiento microbiano, observandose con mayor claridad en las soluciones

Infusién cerebro corazén y suero inactivado.
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Figura 26. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus utilizando Caldo Infusién Cerebro Corazén (CICC) (—), Suero

Inactivado (—), Suero sin inactivar () y Solucién de Harman 6 Ringer-Lactato (—).
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= Fase de latencia: En la solucién Infusién Cerebro Corazon, las células
bacterianas se encontraban en la etapa de adaptacion, después de haber
permanecido liofilizadas por un largo periodo de tiempo. El in6culo utilizado
en las soluciones de suero inactivado y sin inactivar provenian de la colonia
madre, la cual fue previamente incubada en placa a 37°C por 24 horas.
Adicionalmente el in6culo agregado a dichas soluciones fue mayor, por lo
gue la fase de latencia fue mas corta en ambos casos. De acuerdo con la
literatura, las bacterias se encuentran formando enzimas y metabolitos
intermediarios, hasta alcanzar concentraciones que permitan que el

[76]

crecimiento se reinicie!™. El tiempo de duracién en esta fase para cada

curva, se presenta en la tabla 9.

» Fase exponencial: Esta fase puede apreciarse con mayor claridad en la curva
de crecimiento donde se utilizé CICC. Para la curva obtenida con la solucion
de suero inactivado, se observo una fase mucho mas larga y pronunciada,
comparada con las demas curvas, lo que puede atribuirse a la presencia de
glucosa y albumina en el medio de crecimiento, las cuales son utilizadas por
el microorganismo como nutrientes, que permiten el desarrollo 6ptimo del S.
aureus. En la curva obtenida con suero sin inactivar, el tiempo de duracion de
la fase exponencial es mucho mas corto, comparado con demas curvas, lo
gue podria ser provocado por el efecto del sistema inmunolégico, en especial
por el complemento, el cual al no ser inactivado a 56°C, puede inhibir el
desarrollo de los microorganismos. Por otro lado también puede ser
considerado el tamafio del in6culo, ya que comparado con el preparado para
las demas soluciones, este ultimo fue mucho mayor, lo que propicia el
aceleramiento de las fases de latencia y exponencial, alcanzando mas

rapidamente la fase de estacionaria.

La fase exponencial sigue una cinética de primer orden, de la cual es posible
establecer la constante de velocidad de crecimiento de acuerdo con la

siguiente formula:

N O Nye*

73



Donde Ng es el numero de células en el tiempo cero y N es el nimero de
células n en cualquier momento, t. En la tabla 9, se presentan los valores del
tiempo de duracion de la fase exponencial para las curvas de crecimiento

obtenidas con las diferentes soluciones.

= Fase estacionaria: Esta fase se presenta cuando el agotamiento de los
nutrientes y la acumulacion de productos téxicos hace que el crecimiento
cese por completo, y aunque se habla de que en la mayoria de los casos hay
recambio celular por la pérdida lenta de células por muerte, seguida por una

[l "en el caso de S. aureus en

compensacion al formarse nuevas células
CICC, se observéé que dicha fase tuvo un periodo de tiempo bastante corto,
comparado con las otras dos curvas, que puede ser atribuido a que dicha
compensacion no suplié por completo la perdida celular. El rango de tiempo y

densidad ¢ptica de esta fase, se presenta para cada curva, en la tabla 9.

» Fase de muerte: El tiempo de muerte para la curva obtenida con CICC, fue
menor comparado con las curvas obtenidas con suero inactivado y sin
inactivar, donde el inicio de esta fase apenas alcanza a apreciarse. El
descenso en la curva por la muerte celular es debido al agotamiento de
nutrientes y el exceso de compuestos toxicos para el microorganismo. De
acuerdo con lo anterior, la cantidad de nutrientes en los pool de suero
humano, debe ser mayor a la cantidad presente en el CICC, teniendo en
cuenta que en el suero se encuentran concentradas las diferentes sustancias
gue el organismo necesita, entre las que se encuentran, electrolitos,
azlcares y proteinas. El rango de tiempo de duracion de esta fase y el rango
de densidad Optica para cada una de las curvas de crecimiento, se presentan

en la tabla 9.

La curva de crecimiento realizada en solucion de Hartman comercial (PiSA), se
presenta con aumentos en la Figura 26, dado que las escalas son diferentes. En

esta Ultima es posible observar un crecimiento continuo de S. aureus. Los
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rangos de densidad Optica van de 0,0361 a 0,0553. En la tabla 9, se presentan

los valores anteriormente mencionados al igual que el tamafio del in6culo.

Tabla 9. Tabla comparativa de los datos obtenidos en las curvas de crecimiento

realizadas con diferentes soluciones.

Rangos de ‘DO a A=600nm y tiempo (t) en horas

siwo oo saass | irami | mewms moss

humano no ‘ ‘ ‘ ‘

inactivado
m 15a21 22a41.6 | 41.6a41.7 | 41.8a31.9

Suero

humano

inactivado
Hartman ‘ ‘ ‘

Soluciones

1. DO: Densidad éptica 3. Fex: Fase exponencial 5. Fm: Fase de muerte

2. Fl: Fase de latencia 4., Fes: Fase estacionaria

In6culo
(UFC/mL)

8x10°

Nota: Los numeros resaltados en rojo hacen referencia a las DO 6épticas de partida en
las diferentes soluciones y al tiempo total en el que se desarrollaron las curvas de

crecimiento.

La figura 27, muestra como se obtienen los resultados para la prueba del

inéculo, cuando se siembran diferentes diluciones en una placa de agar Infusién

Cerebro Corazon.

Figura 27. Conteo de UFC/mL de S. aureus en la prueba del inoculo.
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Los valores de UFC/mL y DO obtenidos para la curva de calibracion de S.

aureus en caldo infusién cerebro corazén, descrita en el punto Il del capitulo 3,

se presentan a continuacion en la tabla 10 y figura 28.

Tabla 10. Lecturas de DO y UFC/mL obtenidas para diferentes diluciones de S.
aureus en Caldo Infusion Cerebro Corazoén.

Diluciéon | UFC/mL

4x10™
6x10°
2x10°
7x10’
1x10’
3x10°
2x10°

UFC/mL
LOG10

11,6
9,8
9,3
7,9
7,1
6,5
6,3

DO

1,630
0,179
0,021
0,006
0,004
0,001
0,001

10?
10
103
10*
10°
10°®
10”7
1.8 1
1.6
1.4 1
£
c12 1
o
Lo
O 1
(0]
Qos
[a)
0.6
0.4
0.2
0 —o¢ >
6 7

Figura 28. Curva calibracién de S. aureus en caldo infusién cerebro corazén.

Concentracion (Log UFC/mI)

9

10

12

De acuerdo con lo anterior, se determin6 que a una longitud de onda de 650 nm,

un valor de D.O. de 0.001, en diluciones de un cultivo de S. aureus, realizadas

en caldo Infusién Cerebro Corazén, presentaria un recuento de 10° UFC/mL,

estableciendo asi, que para la siguiente curva de crecimiento se prepararia un
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indculo que cumpliera dichas condiciones, y poder apreciar el crecimiento

bacteriano a partir de una DO de cero.

Los resultados obtenidos para la curva de crecimiento de S. aureus en pool de
suero humano con ajuste del inéculo, descrita en el punto IV del capitulo 3, se
presentan en la figura 29, donde se puede observar como la bacteria comenzo a
crecer lentamente, presentando la fase de latencia de las 0 a las 6 horas.
Posteriormente la fase exponencial tuvo lugar de las 6 a las 18 horas con
valores de DO de 0.012 a 0.173, y a partir de las 20 hasta las 30 horas, presento
un comportamiento similar al esperado en la fase estacionaria, con valores de
DO entre los 0.181 a 0.187, por lo que se alargaron los intervalos en las
posteriores mediciones. Sin embargo en la lectura realizada a las 48 horas se
aprecia un gran aumento en el valor de la DO de 0.187 a 0.417, razon por la que
se consideraron dos posibilidades: 1) La fase exponencial habia continuado
durante las 18 horas transcurridas entre las mediciones; 6 2) El incremento de la
DO fue ocasionado por la generacion de metabolitos secundarios y sustancias
de desecho. Esta ultima afirmacion fue confirmada al realizar el recuento
bacteriano, ya que la concentracién permanece en el orden de magnitud de 10°
+ 1 UFC/ml.
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Tabla 11. Valores de DO y UFC/mL para la curva de
calibracion de S. aureus, en Pool de Suero Humano
con ajuste del in6culo

045 - A
04 -
035 -
0.3 -
025 -
0.2 -
015 -
01 -
005 -

0 4 T T T 1

DO a8SO nm

Tiempo (hrs}

95 - B

85 -

75 -

Concantracién (Log UFC/mI)
-]

0 10 2 30 ] 50 60 70
Tiempo (horas}
Figura 29. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus en

pool de suero humano con ajuste de indculo, enfrentando la
Absorbancia vs tiempo(A), y Concentracion vs tiempo (B).
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La figura 30 muestra la curva de calibracion obtenida al graficar los valores de
densidad éptica y los recuentos bacterianos. Se puede apreciar que a partir de
las 30 horas, los dltimos recuentos son practicamente iguales, por lo que el
incremento en los valores de absorbancia corresponde a los metabolitos

secundarios.

0.2 -
018 1
016 1
014 1
012 1

0.1

008 1

DO, 650 nm

006 -

004 -

002 A

1000000 10000000 10000000 1EH9 1EH1D

Concentracion (Log UFC/mL)

Figura 30. Curva de calibraciéon de S. aureus en suero humano con ajuste del in6culo.

De este modo fue posible determinar la concentracion del inoculo bacteriano en
una suspension de suero humano, el cual al presentar una densidad 6ptica de

0.001 le corresponde una concentracion del orden de 10° UFC/m.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la variabilidad de lecturas de DO

menores a 0.01 (Capitulo 3, punto V), se presentan en la Tabla 12.
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Tabla 12. Diluciones realizadas a partir de una suspensiéon bacteriana ajustada a
una DO de 0,17 (10° UFC/mL) para la lectura de DO por triplicado.

. . Espectrofotometro UV-VIS Perkin
Espectrofotometro Espetronic 20D P

UFC/ Vix Elmer Lambda 25
mL Lectura DO Lectura DO
1 2 3 1 2 3

5 1 0.171 0.169 0.168 0.144 0.144 0.144
10 2 0.173 0.174 0.173 0.153 0.153 0.153
- 1 0.002 -0.006 0.001 0.002 0.002 0.002
10 2 0.012 0.010 -0.002 0.002 0.002 0.002
10° 1 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001 0.001
2 -0.002 -0.001 -0.001 0.001 0.001 0.001
a 1 0.001 0.000 -0.001 0.001 0.002 0.002
10 2 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001

Din: Dilucion Mx: Muestra DO: Densidad 6ptica

Como puede observarse en las concentraciones esperadas de 10, 10°y 103, los
valores de DO obtenidos, comienzan a ser muy similares y a presentar cierta
variabilidad al utilizar el espectrofotometro Espectronic 20D. Las lecturas
realizadas en el espectrofotometro UV-VIS Perkin Elmer Lambda 25, no
presentaron variabilidad significativa, debido a que este es un equipo con rangos
de sensibilidad mayores, sin embargo puede igualmente observarse que en las
mismas concentraciones, los valores son muy similares, lo que indica que el
recuento de UFC/mL esperado a una DO cercana a cero, puede tener una alta

variacion.

El conteo de UFC/mL obtenido para las suspensiones bacterianas
correspondientes a las concentraciones de 10° y 10° UFC/mL, fue inferior a lo
esperado, presentando valores de 1x10° y 0 UFC/mL, respectivamente. De
acuerdo con lo anterior, se establecié que a una DO de 0.170(+2), se obtendria
un conteo en la escala de magnitud de 102 UFC/mL. Sin embargo, no se realiz6
la prueba del in6culo a las suspensiones bacterianas correspondientes a las

concentraciones de 10° y 10’ UFC/mL, por lo que no fue posible verificar dichos
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recuentos. Teniendo en cuenta que los indculos deseados para las futuras
pruebas, debfan encontrarse en la escala de magnitud de 10° a 10%, se propuso
llevar a cabo, una nueva de curva de calibracion, en la que se determinara para
cada suspencién bacteriana, tanto los valores de DO como el conteo de
UFC/mL.

La nueva curva de calibracion realizada en solucién de Hartman, se llevo a cabo
de acuerdo con lo descrito en el punto VI del capitulo 3, y los valores de
UFC/mL esperados y UFC/mL obtenidos, como los valores de DO, se presentan
en la tabla 13. La curva de calibracion presentada en la figura 31, se realizo
enfrentando los valores de DO con el conteo de UFC/mL correspondiente (valor

equivalente a la concentracion).

Tabla 13. Resultados obtenidos 0.19 A
para la curva de calibracion en 0.17 1
solucion de Hartman. 0.15 1
) £ 0.13 A
UFC/mL UFC/mL ]
Dilucién / DO /, o 0l
esperadas obtenidas 8 009
10° 10* 0.179 2x10° Q 007 -
10" 10’ 0.016 1x10’ 0.05
107 10° 0.000 2x10° 0.03 1
10° 10° 0.000 1x10° 0011 . A . . .
-4 4 4 001 -
10 10 0.000 2x10 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09
10° 10° 0.000 2x10°

Concentracion (Log10 UFC/mL)

Figura 31. Curva de calibracién en solucién de
Hartman, enfrentando la DO con el conteo de UFC/mL.

Los resultados de UFC/mL obtenidos coincidieron con los valores UFC/mL
esperados, lo que permitié validar esta prueba y establecer para los siguientes
ensayos, que realizando las diluciones aqui descritas, se obtiene el conteo de
UFC/mL reportado en la tabla 13.
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4.1.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (ATR-FTIR) y observacién microscopia de fuerza atomica (AFM), de
Staphylococcus aureus

El espectro IR obtenido para la bacteria S. aureus se presenta a continuacién en
la figura 32. Las bandas obtenidas en escala de transmitancia, indican grupos
funcionales de macromoléculas organicas y componentes de la pared celular del
microorganismo. El pico en 3285 cm™ puede ser considerado como estiramiento

N-H, proveniente del extremo N-terminal de aminoacidos y/o enlace cruzado de

H,N—CH-C—OH
pentaglicina H de la pared celular. Los picos en 1638 y 1546 cm™

son compatibles con amida primaria y secundaria respectivamente; asimismo, el
pico fuerte en 1638 cm™ en conjunto con uno medio a 1453 cm™ indica la
presencia del ion carboxilato COO" proveniente del extremo C-terminal de
proteinas; El pico en 1081 cm™ es compatible con el estiramiento asimétrico

P=0 de enlaces fosfodiesteres de peptidoglicano.

La imagen de AFM, muestra la morfologia de superficie de un frotis de S. aureus
sobre una lamina portaobjetos. Esta imagen fue obtenida con el fin de
caracterizar la morfologia del S. aureus cuando se encuentra sésil. El tamafio

promedio de las células observadas, es de aproximadamente 1.0 um.
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4.2 DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE LA BIOPELICULA

4.2.1 Generacion de la biopelicula de Staphylococcus aureus utilizando un
sistema estatico

A continuacion se describen los cambios macroscopicos observados durante el
proceso de generacion de la biopelicula en condiciones estéticas. Los cambios
microscépicos se presentan en las figuras 33 a 40, comparando el blanco (A)
con la sangre inoculada (B).

0 horas: Esta muestra fué tomada al inicio de la prueba, por lo que no se
observa ninglin cambio en la morfologia de las células sanguineas, como
tampoco se observa presencia de células bacterianas. De acuerdo con lo
anterior, las imagenes presentadas en la figura 33, fueron consideras como

patron, para la comparacion con las muestras obtenidas posteriormente.

A ;‘o 3\"' ‘: B:; ?" .:‘?‘i—'
p&\‘ ‘

v‘ ‘
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Figura 33. Tinciéon de Wright de frotis sanguineo al inicio del experimento (t=0) del
blanco (A) y sangre inoculada con S. aureus (B).

24 horas: No se observo hemalisis ni en la muestra blanco como en la inoculada.
Tampoco se observo la presencia de coagulo en la muestra inoculada.

La microscopia optica (Figura 34) muestra que a partir de las 24 horas, los
eritrocitos comienzan a presentar espiculas, lo que es conocido como
acantocitosis. Esto es debido a que durante el tiempo en que la sangre
permanece ex-vivo, los fosfolipidos de la membrana eritrocitaria se alteran y
especialmente la fosfatidilserina, en su mayoria situada en la capa interna, es
translocada hacia la parte externa. Normalmente la fosfatidilserina funciona

como procoagulante y hace trombogénica la pared de los globulos rojos. La
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exposicion de la fosfatidilserina es también una sefial para la remocion de los
glébulos rojos de la circulacion. Posterior a la formacion de acantocitos, algunas
de las espiculas son removidas como microvesiculas, haciendo que los glébulos
rojos pierdan parte de su membrana y a la vez hemoglobina, por lo que la mayor
parte de la pérdida de hemoglobina del eritrocito durante la incubacion, se da de
esta manera. Con relacion a los glébulos blancos, estos tienen el efecto de
incrementar la hemdlisis de los glébulos rojos al igual que contribuir a la
heterogeneidad en su morfologia, la microvesiculacion y pérdida intracelular de
potasio (K'). Lo anterior es atribuido a la presencia de especies toxicas de
oxigeno y enzimas leucociticas, incluyendo la elastasa, colagenasa y catepsina
G. Por otro lado la apoptosis de los leucocitos, se debe a la liberacién del
ligando Fas (Fas-L), el cual se encuentra normalmente almacenado en grandes
cantidades en dichas células y debido a la ausencia de fagocitos viables en la

sangre ex-vivo, la apoptosis progresa a lisis rapidamente!””.

A w ' 1 ‘ » - B I - - - ‘;<‘ -~ - 4
i glébulos blancos aglsb'& sjébulos%blancos . »
-~ N .' -. d = .q
- 4

24horas & v 9 f > 4
e I W .." A L PN
Figura 34. Tinciéon de Wright de frotis sanguineo a las 24 horas. (A) blanco (A); (B)
sangre inoculada con S. aureus.
48 horas: La muestra blanco se observd color rojo intenso, con presencia de
hemolisis. La muestra inoculada se observé de color rojo oscuro con alta
hemolisis y presencia de coagulo.
De las 48 a las 120 horas (Figuras 35 a 38), en la muestra blanco, se observa la
presencia de esferocitos, los cuales se generan cuando el eritrocito pierde parte

de su membrana en forma de microvesiculas.

En cuanto a las muestras inoculadas con S. aureus, se observa la misma

degeneracion de las células sanguineas, con la diferencia de que el proceso se
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presenta de forma acelerada, debido a la presencia de las células bacterianas,
las cuales comienzan a observarse en mayor cantidad, a partir de las 48 horas.
Las imagenes de las 48 y 72 horas (Figuras 35 y 36), muestran glébulos rojos
destruidos, los cuales presentan una coloracién bastante tenue debido a la
pérdida de hemoglobina.
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Figura 35. Tinciéon de Wright de frotis sanguineo a las 48 horas. (A) blanco; (B) sangre

inoculada con S. aureus.
72 horas: La muestra blanco se observd color rojo muy oscuro y altamente
hemolizada. La muestra inoculada igualmente se observé de color rojo muy
oscuro, con alta hemolisis y presencia de coagulo, el cual se observé un poco
mas pequefio, probablemente a causa del proceso de fibrindlisis que es iniciado
por enzimas generadas por el microorganismo.
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Figura 36. Tincion de Wright de frotis sanguineo a las 72 horas. (A) blanco; (B) sangre

inoculada con S. aureus.

96 horas: Tanto la muestra blanco como la inoculada, continuaron observandose

de color rojo muy oscuro y con mayor presencia de hemolisis, practicamente el

plasma se observaba del mismo color del concentrado globular. ElI coagulo

presente en la muestra inoculada continuaba haciendose mas pequefio.
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Las imagenes correspondientes a la etapa final de las 96 a las 168 horas
(Figuras 37 a 40), ademas de mostrar un alto numero de células bacterianas, y
dafio celular de eritrocitos y leucocitos, también muestran un alto contenido de
residuos. Asimismo, se observa que los microorganismos se encuentran
aglutinados dentro de una matriz gelatinosa, corrobordndose de esta manera la

formacion de la biopelicula en sangre total.

96 horas

Figura 37. Tinciéon de Wright de frotis sanguineo a las 96 horas. (A) blanco; (B) sangre
inoculada con S. aureus

120 horas: En este tiempo ya no se observaron nuevos cambios significativos

gue pudieran observarse macroscépicamente. El color de la muestra, la

intensidad de la hemadlisis y el coagulo, se observaron igual que a las 96 horas.

Figura 38. Tincion de Wright de frotis sanguineo a las 120 horas. (A) blanco; (B)
sangre inoculada con S. aureus.

144 horas: El color de la muestra, la intensidad de la hemdlisis y el coagulo, se
observaron igual que a las 120 horas. El Unico cambio significativo observado

fue el aumento de viscosidad en la muestra inoculada, el cual fue atribuido a la
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desintegracion gradual del coagulo, por el proceso de fibrindlisis mencionado

anteriormente.
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Figura 39. Tincién de Wright de frotis sanguineo a las 144 horas. (A) blanco; (B)
sangre inoculada con S. aureus
168 horas: Se continué observando un color rojo muy oscuro, y alta hemdlisis,
tanto en la muestra blanco como en la inoculada. El coagulo presente en la

muestra inoculada se continudé observando cada vez mas reducido.
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Figura 40. Tincidén de Wright de frotis sanguineo a las 168 horas. (A) blanco; (B)
sangre inoculada con S. aureus

Las alteraciones fisicas que sufre la sangre cuando esta fuera del organismo, es
un proceso normal, debido a que dependiendo del hematocrito de la sangre
empleada, el volumen de liquido disponible para diluir y neutralizar el acido
lactico generado durante el proceso de glicdlisis, es limitado. Dependiendo de la
velocidad metabdlica, la cual a su vez depende de la temperatura, la
composiciéon de la solucion anticoagulante y el estado de los eritrocitos, ocurrira

el rapido aumento en la concentracion de lactato y didxido de carbono (pCO»)
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ocasionando el aumento del pHY”. De igual forma durante la actividad
metabdlica se generan especies toxicas de oxigeno, que no pueden ser
neutralizadas in-vitro, y por ende van a contribuir al dafio de la membrana celular

del eritrocito.

Por otro lado, las muestras que fueron inoculadas con S. aureus, aunque
presentan el mismo proceso descrito anteriormente, este es acelerado por el
efecto de enzimas estafilococcicas como las hemolisinas, las cuales atacan la
membrana celular de los eritrocitos, provocando la lisis celular y consiguiente

liberacion de hemoglobina.

La formacion de coagulo, es debida a la acciébn de la enzima coagulasa,
presente en el S. aureus, la cual hace las veces de la trombina presente en la
cascada de la coagulacion, convirtiendo el fibrindgeno en fibrina. Este proceso
es reversible, por la accion de enzimas fibrinoliticas, también presentes en el S.
aureus, las cuales utiliza para degradar el coagulo de fibrina. Es por esta razén

gue con el pasar de los dias, el coagulo se fue reduciendo gradualmente.

Conteo de UFC/mL durante el proceso de desarrollo de la biopelicula
El desarrollo y viabilidad del microorganismo, se realizé por medio del conteo de
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), obteniendo los resultados

expuestos en la tabla 13:

Tabla 14. Conteo de UFC/mL en muestras de sangre total inoculadas con S. aureus,
en diferentes periodos de tiempo.

Hora UFC/mL Hora UFC/mL
0 2x10° 96 4x10°
24 1x10° 120 3x10°
48 1x10° 144 1x10°
72 4x10’ 168 1x10°
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El conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) en conjunto con las
observaciones obtenidas por microscopia Optica, permitieron comprobar el
crecimiento de la bacteria, aun después de la formacion del coagulo, el cual
tiene lugar gracias al efecto de la enzima coagulasa del S. aureus, que actlia
como la trombina, convirtiendo el fibrinégeno en fibrina, y es utilizada por el
mismo, como mecanismo de defensa en el proceso de colonizacion de los
tejidos, para protegerse de la accibn de los macrofagos del sistema
inmunolégico. Los resultados confirmaron la viabilidad y replicacion de la
bacteria en cada muestreo, comenzando a las cero horas con un conteo de
2x10° UFC/mL, y finalizando con un conteo de 1x10® UFC/mL a las 168 horas. El
conteo méaximo fue observado a las 120 horas con un valor de 3x10% UFC/mL.
También se observo cierta variacion en el crecimiento posterior a las 48 horas,
observandose recuentos menores a las 72 y 96 horas, lo que aparentemente
indicaba el inicio de la muerte del microorganismo, debido a las condiciones
poco favorables del medio, es decir el agotamiento de nutrientes, la acidificacion
del medio, la falta de oxigeno y la generacion de metabolitos secundarios que
pueden ser toéxicos para la bacteria. Sin embargo el conteo mostro la
reanudacion del crecimiento a las 120 horas, y se mantuvo estable en las
siguientes determinaciones a las 144 y 168 horas. El comportamiento
anteriormente descrito, se atribuye al acondicionamiento que sufren los
microorganismos cuando se encuentran bajo condiciones de stress. Por otro
lado, esto también puede ser un indicativo de la etapa de maduracion en el que
se encuentre la biopelicula, ya que al presentarse el deterioro de su matriz
extracelular (glicocalix), se liberan microorganismos de su interior, favoreciendo

el reinicio del crecimiento bacteriano.
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4.2.2 Generacion de la biopelicula de Staphylococcus aureus utilizando un

sistema de flujo

El procedimiento quirdrgico realizado para la extraccion de sangre y la
obtencién del fragmento de arteria adaptada al sistema de flujo, se presenta a

continuacion en la figura 41:

Figura 41. Procedimiento quirdrgico de roedores. a) Seleccion de roedores entre los
300 y 600 g. b) Pesaje de cada animal. c) Inyeccién de la soluciéon anestésica. d)
Diseccién del animal. e) Extracciébn de sangre. f) Extraccion de un fragmento de
arteria aorta abdominal.

Posterior al procedimiento quirudrgico, se llevé a cabo la preparacion de la arteria
para adaptarla al sistema de flujo. Los pasos llevados a cabo durante dicho

proceso, se presentan a continuacion en la figura 42:
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Figura 42. Preparacién de la arteria para su adaptacion al sistema de flujo. a)
Preparacion del stent. b) Colocacién del stent dentro de la arteria. ¢) Adaptacion de la
arteria a dos punzocats e inmovilizacién de la misma, fijando la preparacién a una barra
metalica.

Una vez ensamblado el sistema de flujo, se encendié la bomba peristéltica a una
velocidad de flujo de 50mL/min durante 12 horas, con el fin de evaluar su
funcionamiento y permitir el acondicionamiento de la arteria y la superficie del
stent. Durante la evaluacién del funcionamiento se monitorearon los siguientes

aspectos:

= Circulacion continua: Para este fin debia se garantizé la ausencia de
coagulos en la sangre y la correcta colocacién de la arteria, de tal manera
gue permitiera el paso continuo de la sangre

= Ajuste de la temperatura: La temperatura del bafio de agua fué ajustada
para mantener una temperatura constante de 37°C, de tal forma que la

camara externa del bafio de tejidos se mantuviera atemperada.

= Fugas a través de la arteria: Durante el tiempo de monitoreo se acomodé la
arteria de tal forma que no ocurrieran fugas de sangre durante el tiempo de

corrida.

= Muestreos de sangre: Fueron realizados con el fin de observar las
caracteristicas de las células sanguineas y la ausencia de agentes

contaminantes, al inicio de la corrida.
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A continuacién en la figura 43, se presenta el sistema de flujo ya ensamblado y

puesto en funcionamiento.

Figura 43. Sistema de flujo puesto en funcionamiento.

Una vez garantizado el correcto funcionamiento del sistema de flujo, se adicioné
el indculo bacteriano, que dié como resultado en la prueba confirmatoria, 8x10?
UFC/mL. Este se dej6 circular por el sistema durante una hora, posteriormente
se tom6 una muestra de sangre, a partir de la cual se realizdé coloracién de
Wright para la observacién por microscopia optica (figura 44) y la determinacién
conteo de UFC/mL que en ese momento se encontraba en circulacion,

obteniéndose como resultado un valor de 9x108 UFC/mL.

Figura 44. Coloracién de Wright de la muestra tomada a la hora 1 en el sistema de
flujo.
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El sistema continué siendo monitoreado por 12 horas mas (tiempo total: 25
horas), tiempo durante el cual la arteria se bloque6é en dos ocasiones; sin
embargo la arteria fue desbloqueada y el sistema se mantuvo en funcionamiento
por 12 horas mas, hasta que se cumplieran las 37 horas, tiempo para el cual la
arteria colapsé y el sistema tuvo que ser desmontado. Como se muestra en la
figura 40, el stent fue retirado del sistema y procesado para sus respectivos
analisis. Durante el tiempo en el que sistema de flujo estuvo en funcionamiento,
también se tomaron muestras de sangre para monitorear el cambio de las
células sanguineas y el aumento de células bacterianas. Las imagenes

captadas, se presentan en la figura 45.
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Figura 45. Observacion por microscopia éptica durante el monitoreo del sistema de flujo a
las 12 horas y 24 horas. La flecha en las 24 horas, indica la distribucién del microorganismo
dentro de la biopelicula.

Como se muestra en la figura 46, el stent fue retirado del sistema y procesado

para sus respectivos analisis.
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Figura 46. Proceso para el retiro del stent. a) Separacion de los punzocats de la
arteria. b) Extraccion del stent de la arteria e inmersion del mismo en solucion salina. c)
Observacion de los compones adheridos al stent y fragmentacion del mismo para los
andalisis respectivos.

En la figura 46-c, se puede observar durante el tiempo en el que el stent se
mantuvo en el sistema de flujo, diferentes componentes, provenientes de la
sangre, asi como ceélulas bacterianas y metabolitos generados por las mismas,
se adhirieron a la malla que compone el stent, lo demuestra el proceso de
acondicionamiento que sufre la superficie del material. Para determinar y
cuantificar dichos componentes, se realiz6 el cultivo del stent, al igual que
fragmentos del mismo, fueron procesados para la cuantificacion de azucares y
proteinas, asi como para su observacion y analisis por SEM/EDX vy

espectroscopia infrarrojo.

4.2.3 Cuantificacion de azucares y proteinas durante el desarrollo de

biopeliculas

Sistema estéatico
Los resultados obtenidos en las determinaciones colorimétricas de azUcares
y proteinas, al inicio y al final del periodo de incubacioén de las muestras, se

presentan a continuacion en la tabla 15:
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Tabla 15. Cuantificacién de azlcares y proteinas por métodos colorimétricos, en
las muestras analizadas para el sistema estatico.

Muestra Azlcares Proteinas
(mg/mL) (mg/mL)
Ohwes 354 5200
68 horas 1.54 27.40
"l6ghoras 1.68 43.72
68 horas. 0.40 <0.01

Los resultados obtenidos muestran el alto contenido de azucares y proteinas
gue habia en el plasma antes de inocular la sangre total con S. aureus (hora 0).
Al final del proceso de incubacion a las 168 horas, tanto en la muestra blanco
como en la muestra inoculada, se observo disminucion en el contenido de
azlucares y proteinas comparado con el plasma, debido al consumo
especialmente de glucosa, por parte de las células sanguineas y células
bacterianas; sin embargo comparando el contenido de los mismos entre el
blanco y la muestra inoculada, es mayor la cantidad de azucares y proteinas
totales en la muestra inoculada, o que se atribuye a los exopolisacaridos
generados durante el desarrollo de la biopelicula y al crecimiento del

microorganismo, respectivamente.

En cuanto a la biopelicula se observa la presencia de azlcares, los cuales
indican la generacién de exopolisacaridos durante el desarrollo de la misma.
Con respecto a las proteinas, el contenido fue menor al limite de sensibilidad de
la técnica, por lo que no fue posible cuantificarlas. La utilizacion de dicha técnica
para la cuantificacion de proteinas no fue favorable, debido a que no se logré
obtener una curva de calibracién con una buena correlacion, no obstante que se
consideraron los diferentes factores que podrian afectarle, tales como la dilucion
de los estandares, el tratamiento de las muestras, la preparacion del reactivo de

Bradford, asi como el efecto ejercido por cada uno de sus componentes. Para
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verificar la formacion del complejo colorante-proteina, se realizaron barridos en
un rango de longitud de onda de 900-190 nm. Los resultados de estos barridos

se muestran en la figura 47.
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Figura 47. Espectros obtenidos en la region 900-190 nm en donde se muestran los picos
maximos de absorcion de la proteina BSA 1mg/ml (—), colorante (—) y complejo colorante-
proteina (—).

Los espectros obtenidos para el colorante y el complejo colorante-proteina,
muestran un pico entre los 500 y 600 nm debido a que el colorante azul de
Coomassie G250, tiene una absorbancia maxima de 590 nm y el complejo
colorante-proteina presenta su absorbancia maxima a 595 nm, de acuerdo con
lo descrito en el método de Bradford™. Por otro lado la proteina, en este caso
la albamina, presenta su absorbancia maxima a una longitud de onda de 280

nm, lo cual es congruente con el pico observado en la figura 47.
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Sistema de flujo

La cuantificacion de azulcares y proteinas de la biopelicula formada en el
sistema de flujo, se muestra a continuacién en la tabla 16:

Tabla 16. Cuantificacion de azlcares y proteinas por métodos
colorimétricos en las muestras analizadas para el sistema de flujo.

Muestra Azlcares Proteinas
(ug/mL) (ug/mL)
Biopelicula
37 horas 11.82 2.65

Los resultados obtenidos permitieron confirmar la presencia de exopolisacaridos
en la biopelicula formada, los cuales son el principal componente de las mismas
y les permite tanto sostener la comunidad microbiana en su interior, como
adherirse a la superficie del stent de Nitinol, al igual que propiciar la adherencia y
agregacion entre células bacterianas. La presencia de proteinas encontrada en
esta biopelicula, comparada con el valor obtenido de azucares, evidencia que
aunque existen proteinas en la matriz extracelular (glicocalix), éstas ultimas se
encuentran en una menor proporcion, comparado con los exopolisacaridos,

hallazgos que concuerdan con lo reportado en la literatura.

4.2.4 Analisis de la biopelicula por microscopia de barrido electrénico
(SEM)

Sistema estéatico

Tanto el fragmento de stent sumergido en la sangre sin inocular, como el
fragmento sumergido en la sangre inoculada, fueron analizados por SEM. La
figura 41-A, muestra el fragmento de stent que fue sumergido en la sangre total
sin indculo bacteriano, como se puede observar, no hay ninguna sustancia
adherida a la superficie, lo cual se confirm6 con un acercamiento a un aumento

de 1000x, como se observa en la figura 41-B. En cuanto a la muestra inoculada,
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la figura 41-C, muestra la formacion de un coagulo en la superficie del
fragmento de Nitinol, por lo que se obtuvieron imagenes de mayor aumento que
permitieran observar el interior del mismo. La figura 41-D, a un aumento de
1000x, presenta en el interior del coagulo la biopelicula de S. aureus, asi como
la distribucién del mismo en forma de racimos. Es posible apreciar como se
encuentran unidas las bacterias entre si por los exopolisacaridos generados, los
cuales propician su adhesion. También es posible observar la matriz de
exopolisacéridos y la red de fibrina, que recubre la superficie las células
bacterianas y la superficie del fragmento de Nitinol. Por tanto, en la etapa inicial
de generacion de la biopelicula, es de gran importancia la unién de la coagulasa
del S. aureus al fibrinbgeno, ademas de la generacién de exopolisacaridos por

parte del microorganismo.
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Figura 48. Observacion por SEM de las muestras obtenidas a partir del sistema
estatico.
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Sistema de flujo

En la figura 49, se presenta el stent que fue colocado en el sistema de flujo, el
cual fue retirado a las 37 horas. Las imagenes muestran la biopelicula formada,
la cual se encuentra formada por una comunidad mixta de Staphylococcus
aureus y un cocobacilo Gram negativo, de acuerdo con las imagenes obtenidas

por SEM y las observaciones por microscopia éptica.

18kL XZ,008 18nm 18 5SS SEI

4

Figura 49. Observacion por SEM del stent colocado en el sistema de flujo.

En la figura 49, también se puede observar la capa gelatinosa, conocida como
glicocalix, en la cual se encuentran atrapados los microorganismos. Con el
sistema de flujo, se confirmé finalmente, que a pesar de incluir la variable del
flujo constante, los microorganismos tienen la tendencia a adherirse a las

superficies solidas, a través de las uniones ligando especificas con las proteinas
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del plasma y la generacion de EPS, que no sélo favorece su adherencia, sino
gque ademas los protege de los factores externos que puedan causales algun
dafo.

4.2.5 Andlisis de la biopelicula por rayos de X de electrones dispersados
(EDS)

Sistema estatico

La figura 50, presenta el analisis realizado por EDS al fragmento de Nitinol que
fue sumergido en la sangre sin inocular (blanco). Los resultados muestran la
presencia de componentes organicos, los que se relacionan con la presencia de
los elementos carbono (C), nitrégeno (N), y oxigeno (O). También se observa la
presencia de Niquel (Ni) y Titanio (Ti), elementos que componen el Nitinol y la
presencia de Oro (Au), proveniente del tratamiento que se le realiza a la muestra

para facilitar la conductividad de electrones, lo que permite generar la imagen.

8 Elemento Wt%  At%

CK 0348 | 11.79
NK 04.73 [ 13.75
- 0K 02.69 |06.86

Hi
334+ TiK 36.69 |31.21
NiK 5242|3638

251

167

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Figura 50. Andlisis por EDS del fragmento de Nitinol sumergido en sangre total sin
inocular (blanco).
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La presencia de componentes organicos, se relaciona con la capa
acondicionadora que se forma en la superficie del material, al estar en contacto
con las proteinas del plasma. Este es un proceso que ocurre in-vivo, donde se
genera una capa de pasivacién en la superficie del metal, que impide la
activacion de la cascada de la coagulaciébn y consecuente agregacion
plaquetaria que provoca la restenosis.

La figura 51, presenta el andlisis por EDS, del fragmento de Nitinol que fué
sumergido en sangre total inoculada con S. aureus. Al cabo de 7 dias de
incubacion, se observo la formacion de un coagulo, el cual contenia en su
interior, la presencia de una biopelicula formada por S. aureus. El analisis por
EDS, muestra la presencia de componentes organicos, de acuerdo con los picos
de los elementos carbono (C), nitrégeno (N) y oxigeno (O). En comparacion con
el blanco, el pico correspondiente al carbono es mucho mas grande, lo que se
atribuye a la presencia no soélo de las proteinas del plasma, sino también de las

EPS, generadas por la bacteria.

304+ Elemento Wt%  At%
CK 5323 [76.19
NK 07.59 |[09.32
2434 € 0K 1013 [ 11.96
OsM 28.05 [ 02.54
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60 0
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0
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Figura 51. Andlisis por EDS del fragmento de Nitinol sumergido en sangre total
inoculada con S. aureus.
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Sistema de flujo

El stent retirado del sistema de flujo, fue observado y analizado por EDS en 3
acercamientos diferentes. La figura 52, muestra el primer acercamiento del
agregado formado en la superficie del stent, el cual evidencié la presencia de
picos de carbono (C), nitrdgeno (N) y oxigeno (O), los cuales se relacionan con
la presencia de componentes organicos, provenientes de las proteinas del
plasma y la generacion de EPS por parte de los microorganismos. A diferencia
de los elementos encontrados en las muestras del sistema estético, en el
sistema de flujo se observd también la presencia de sodio y magnesio, los
cuales se relacionan con la solucion de Ringer lactato (solucion de Hartman), en
la que se sumergio6 el fragmento de arteria en el que se encontraba insertado el
stent. Los elementos osmio (Os) y oro (Au), provienen de las sustancias
utilizadas para el acondicionamiento de las muestras antes de su observacion

por microscopia de barrido electronico (SEM).
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Figura 52. Andlisis de EDS del agregado formado en la superficie del stent colocado
en el sistema de flujo.
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La figura 53, muestra el segundo acercamiento realizado, en el que se pueden
observar igualmente los picos del carbono (C), nitrogeno (N) y oxigeno (O),
debidos a la presencia de componentes orgéanicos provenientes de los
exopolisacéaridos y proteinas de la biopelicula, al igual que de las proteinas
plasmaticas. Aparece también el osmio (Os), que como se menciond
anteriormente, proviene de las sustancias utilizadas en el pre-tratamiento de las

muestras antes su observacion por SEM.
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Figura 53. Andlisis de EDS de la biopelicula formada en el stent colocado en el
sistema de flujo.

En la figura 54, se presenta el tercer acercamiento realizado al agregado
formado en la superficie del stent, con el fin observar y analizar con mayor
detalle la composicién de la biopelicula. Los picos de carbono (C) y oxigeno (O)
encontrados, sefialan la presencia de compuestos organicos, los cuales al igual
gue en las figuras 52 y 53, se relacionan con la presencia de azucares y
proteinas, provenientes de las proteinas plasmaticas asi como de las sustancias
exopolimericas extracelulares (EPS), originadas por los microorganismos para la

formacion de la biopelicula.
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Figura 54. Andlisis de EDS a un mayor acercamiento, de la biopelicula formada en el
stent colocado en el sistema de flujo.

4.2.6 Caracterizacion de la biopelicula por espectroscopia infrarrojo (ATR-
FTIR)

El andlisis por espectroscopia infrarrojo permitié detectar las vibraciones de los
grupos funcionales presentes en las muestras obtenidas a partir del sistema de
flujo, y de esta forma corroborar la presencia de elementos que no fueron
detectados por EDS debido que la profundidad del haz de electrones no fue

suficiente.

Las figuras 55 y 56, presentan el desarrollo de un pico bien definido en 3339 y
3351 cm™ respectivamente, lo cual indica la presencia del grupo amida
proveniente de la unién del acido carboxilico con la amina primaria (R-NH-CO-
R), unién conocida como enlace peptidico, caracteristica en péptidos y
proteinas. Otro pico observado claramente en ambas figuras, es el encontrado

en 1637 cm, el cual es compatible con amida primaria. Lo anterior se relaciona
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con la presencia de proteinas plasméticas y las proteinas provenientes de las
EPS, que componen en menor proporcion la biopelicula bacteriana.

En la figura 55 se observan otros picos mas débiles, como los encontrados entre
los 1600 y 1400 cm™ que podrian relacionarse con la de amida secundaria y el
ion carboxilato COO" proveniente del extremo C-terminal de proteinas; y los
picos encontrados entre los 1400 y 1200 cm™, que se relacionan con la
presencia de amidas terciarias, también componentes de las proteinas, el
estiramiento asimétrico P=0O de enlaces fosfodiesteres, proveniente del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana, y las uniones C-O-C dominada por
las vibraciones de los anillos provenientes de carbohidratos, principales

componentes de los exopolisacaridos de la biopelicula.

Tabla 17. Asignacion de los picos observados en los espectros IR de las
figuras 55y 56.

Figura No. Frecuencia (cm™) Asignacion
55 3351 Grupo amida proveniente de la

unién del acido carboxilico con la
e Ees amina primaria (R-NH-CO-R)

55y 56 1637 Amida primaria

Amida secundaria y el ion
55 1600-1400 carboxilato COO" proveniente del
extremo C-terminal de proteinas

Amidas terciarias.

Estiramiento asimétrico P=0O de
55 1400-1200 enlaces fosfodiesteres

Uniones C-O-C dominada por las

vibraciones de los anillos

provenientes de carbohidratos.
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Figura 55. Espectro IR del coagulo formado en la superficie del stent a las 12 horas de la adiciéon del in6culo al sistema de

flujo.
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Las curvas de crecimiento realizadas en diferentes medios, demostraron la
capacidad del S. aureus para desarrollarse de manera 6ptima, tanto en suero

como en sangre total.

El desarrollo de biopeliculas sobre la superficie de fragmentos de implantes
intravasculares de Nitinol, utilizando un sistema estético, fue comprobado
finalmente de acuerdo con las imagenes obtenidas por SEM, donde se pudo
apreciar que el fragmento de Nitinol expuesto a la sangre total inoculada con
S. aureus, se encontraba recubierto en gran parte, por una capa gelatinosa
de exopolisacéaridos y fibrina. De acuerdo con ello, la interaccion inicial que
ocurre entre la coagulasa y el fibrinégeno, para la formacién de coagulo, es

un paso importante en la formacion de biopeliculas por S. aureus.

Las observaciones por microscopia optica en las muestras obtenidas a partir
del sistema estatico, permitieron realizar el seguimiento de la formacion de la
biopelicula, indicando que el inicio de la adhesion bacteriana sobre el Nitinol,

se dio a las 48 horas.

El conteo de UFC/mL, alcanzé un valor méaximo de 3x10° UFC/mL,
demostrando la viabilidad y continuo crecimiento del S. aureus durante el

tiempo de incubacion utilizando un sistema estético.

La cuantificacion de azlcares y proteinas reforzada con el analisis de EDS
en las muestras obtenidas a partir del sistema estatico, mostraron un alto
contenido de los mismos en la muestra inoculada comparada con la muestra
blanco. En cuanto a la biopelicula, se confirmé la presencia de azlcares, lo
gue se relaciona con los exopolisacéridos, que de acuerdo con la literatura,

componen en mayor parte la biopelicula y favorecen su adhesion.

Con las pruebas realizadas en el sistema de flujo, se obtuvo la formacion de
la biopelicula a las 24 horas, con lo que se demostrd, que a pesar de incluir

la variable del flujo constante, los microorganismos tienen la tendencia a
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adherirse a las superficies soélidas, a través de las uniones ligando
especificas con las proteinas del plasma y la generacion de EPS, que no sélo
favorece su adherencia, sino que ademas los protege de los factores

externos que puedan causarles algun dafo.

Los analisis colorimétricos, de EDS y ATR-FTIR, realizados tanto a los
fragmentos de Nitinol sumergidos en sangre total sin inocular e inoculada, asi
como al agregado organico formado en el interior del stent colocado en el
sistema de flujo, confirmaron la presencia de componentes organicos,
concluyendo que ademas de las sustancias exopolimericas extracelulares
(EPS) generadas durante proceso de formacién de las biopeliculas, las
proteinas plasmaticas, también jugaron un papel importante en el
acondicionamiento de las superficies de Nitinol y en el proceso de union del

S. aureus a las mismas.

A pesar de haber tenido la presencia de un segundo microorganismo en el
ensayo realizado con el sistema de flujo, cabe destacar la capacidad de las
bacterias para convivir en comunidades mixtas, situacion que se presenta
comunmente en la naturaleza y que en ocasiones da lugar a una relacion
simbidtica, que favorece ambos microorganismos. Es asi como también las
bacterias pueden transferir informacién genética entre si, a través de
plasmidos, lo que favorece la adopcion de nuevos mecanismos de

resistencia a medicamentos antimicrobianos.

Los resultados aqui obtenidos, destacan la originalidad de este trabajo, ya
gue a la fecha no existen estudios que demuestren el desarrollo de
biopeliculas por S. aureus en fluidos biolégicos. Estudios previos han
demostrado la habilidad de este microorganismo en el desarrollo de
biopeliculas sobre implantes médicos. Sin embargo, para la reproduccién “in-
vitro”, Unicamente han sido utilizadas soluciones sintéticas tales como
medios de cultivo, soluciones fisioldgicas, etc. Al utilizar sangre total y sus

derivados (suero y plasma), fue posible demostrar que S. aureus, no
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obstante de inducir la coagulacion sanguinea, es capaz de crecer “in-vitro” en

el interior de dicho coagulo, formando una biopelicula.

Se recomienda el disefio de experimentos a futuro, utilizando modelos
animales, a fin de observar la respuesta inmunoldgica del huésped y su
efecto en la formacién de la biopelicula sobre implantes intravasculares
metalicos (stents). Igualmente, seria interesante incluir analisis mas
especificos, que permitan determinar la clase de proteinas que median la
adhesion bacteriana, asi como los polisacaridos que componen
principalmente las biopeliculas generadas por S. aureus.
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GLOSARIO

Espafiol (inglés)

Angioplastia Percutanea Trasluminal (Angioplasty): Procedimiento mediante el cual se
inserta un catéter de balon, el cual permite empujar la placa ateromatosa contra la pared y de
esta forma abrir los vasos sanguineos obstruidos, mejorando asi la circulacion sanguinea. Por
medio de este procedimiento también se insertan los stents, los cuales sirven como soporte
para mantener abiertas las arteriast.

Adhesién (Adhesion or attachment): Interacciéon estable de una célula con una superficie, la
cual esta mediada por la excrecion activa de quimicos desde la superficie de las células
viables, para unirse a un sustrato!?. Esta adhesién puede ser reversible (adhesién primaria) o
irreversible (adhesién secundaria).

Ateroesclerosis: Proceso que ocasiona el estrechamiento de la luz arterial (estenosis), y que
tiene lugar a partir de una disfuncion del endotelio, que facilita la acumulacion y oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y estimula la infiltracion de monocitos circulantes, donde
estos se diferencian a macréfagos que captan lipidos en gran cantidad (células espumosas).
Adicionalmente, los factores de crecimiento, las citoquinas, las plaquetas y los linfocitos T,
favorecen el desarrollo de la lesion endotelial, y potencian la migracion, proliferacion y sintesis
de la matriz extracelular por las células lisas vasculares. Esta respuesta inflamatoria y

fibroproliferativa crénica, es la responsable del progreso de las lesiones, a ateroescleréticas!®.

Biopelicula (biofilm): Estructura comunitaria de células bacterianas, incluidas en una matriz
polimérica, la cual se encuentra adherida a una superficie inerte o viva'”.

Cardiopatia Isquémica: Se refiere a un grupo de sindromes intimamente relacionados, que se
deben a un desequilibrio entre la demanda de Oxigeno y el aporte de sangre del miocardio. La
causa mas comun es un estrechamiento de las luces de las arterias coronarias por
ateroesclerosis, por lo que también se denomina cardiopatia coronaria o0 enteropatia
coronarial®.

Coagulasa (Coaglase): Enzima caracteristica del S. aureus, que funciona como la trombina
para convertir el fibrinbgeno en fibrina, lo que da como resultado la formacion del coagulo.

Desprendimiento (Detachment): La pérdida de células individuales o agrupadas desde la
biopelicula. El desprendimiento puede ser un proceso activo (dispersién), un proceso mecanico
inducido pasivamente (fuerza ejercida por el flujo) o un proceso quimico (presencia de agentes
que disuelven la matriz de EPS)?.
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Glicocédlix (Glicocalix, slime or polymer matrix): Es la sustancia gelatinosa que sostiene la
biopelicula y estd compuesto en su mayor parte por agua, al igual que por Sustancias
Poliméricas Extracelulares (EPS) de origen bacteriano. El glicocalix es predominantemente
anionico por lo que crea un sistema eficiente, que atrapa y concentra minerales esenciales y
nutrientes del ambiente que lo rodea. Por otro lado, el glicocalix también sirve como barrera
protectora contra amenazas ambientales, como lo son los biocidas, antibiéticos, anticuerpos,
surfactantes, bacteri6fagos y predadores foraneos, tales como amebas de vida libre y
leucocitos'.

Hemostasia: Es el resultado del conjunto de procesos bien regulados, que mantienen la
sangre en un estado liquido y sin coagulos, en el interior de los vasos normales, aunque con
capacidad para desencadenar con rapidez, la formacién de un tapén hemostatico en el lugar de
la lesién vascular®.

Infarto Agudo del Miocardio, IAM (Acute myocardial infarction): Comunmente conocido
como ataque cardiaco. Oclusion de una arteria coronaria por ateroesclerosis o embolia, que
provoca un area de necrosis en el miocardio'®.

Implanes intravasculares 6 endoprotesis (Stent): Son finos tubos de malla de alambre,
hechos de diferentes aleaciones, que al final del proceso son tratados en su superficie, para
promover la formacion de una capa de oxido metélico, el cual una vez en contacto con el fluido
biolégico, provoca una atraccion inicial de las proteinas plasmaticas, lo que pasiva la superficie
del implante y evita la agregacién plaquetaria, al igual que la reaccién leucocitarial”. Son
indicados en pacientes con ateroesclerosis®™.

Nitinol: Aleaciéon compuesta por Niquel 55% y Titanio 45%. Fue descubierto por el Naval
Ordnance Laboratory, de donde provienen la iniciales NOL. Este material se caracteriza por
tener memoria de forma a ciertas temperaturas.

Peptidoglucano (Peptidoglycan or murein): Componente rigido de la pared celular
bacteriana, compuesto por dos derivados de azlcares: N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico, al igual que por los aminoacidos L-alanina, D-alanina, D-glutamico, y Lisina o
acido diaminopimélico (DAP)™.,

Plancténica (Planktonic): Término utilizado para referirse a las bacterias que se encuentran
en estado libre y flotante, y no forman parte de la biopelicula.

Quorum Sensing: Sistema por el cual las bacterias se comunican. Estas sefiales moleculares,
son gquimicos similares a las feromonas, producidos por las células bacterianas y tienen la

capacidad de afectar el comportamiento de las bacterias circulantes'?.

Reestenosis (Restenosis): Recurrencia del estrechamiento arterial.
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Sésil (Sessile): Término utilizado para referirse a las bacterias que se encuentran unidas a la
superficie formando parte de una biopelicula.

Sindrome Coronario Agudo, SICA: Se aplica al conjunto de las tres manifestaciones
catastroficas agudas de la cardiopatia isquémica: Angina Inestable, Infarto del Miocardio y
Muerte Cardiaca Subital™.

Superficies abidticas (abiotic surfaces): Hace referencia a la superficie de materiales inertes.
Superficies bidticas (biotic surface): hace referencia a la superficie de tejidos o celulas.

Sustancias Poliméricas Extracelulares (Extracelular Polymeric Substances, EPS):
Polimeros de variada composicion quimica, que son excretados por las células al interior de la
biopelicula. Los EPS componen el glicocalix y ademas de dar estabilidad a la biopelicula, sirven
como mediadores en la adherencia a las superficies. Aunque generalmente se asume que los
EPS estan compuestos principalmente por exopolisacaridos, también pueden contener
proteinas y acidos nucleicos®.
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ANEXO

SOLUCIONES EMPLEADAS

Infusién Cerebro Corazén: Medio de cultivo utilizado para el cultivo de microorganismos
fastidiosos como estreptococos, neumococos y meningococos Yy es recomendado por la CLSI
para preparar el inéculo de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. Este medio esta
compuesto por: Infusion de cerebro corazén, peptona, dextrosa, cloruro de sodio y fosfato
disddico. En el caso del medio de cultivo sélido, el medio contiene agar. pH: 7.4+2.

CPDA: Solucion anticoagulante y preservante, compuesta por citrato, fosfato, dextrosa y
adenina. Existen 2 variedades, CPDA-1 y CPDA-2 la cual es una formula mejorada de la
anterior, con mayor concentracion de dextrosa y adenina. Se ha observado que la sangre
conservada con CPDA-1 tiene una viabilidad de 35 dias, mientras que la conservada con
CPDA-2, puede tener una viabilidad de hasta 49 dias.

Medio de transporte Stuart: Este medio es utilizado para la recoleccion, transporte y
preservacion de muestras microbioldgicas. Estd compuesto por: Tioglicolato de sodio,
glicerofosfato de sodio, agar, cloruro de calcio y azul de metileno. En este medio el cloruro de
calcio proporciona iones esenciales para mantener el balance osmoético. El tioglicolato de sodio
evita los cambios oxidativos y provee una atmdsfera reducida. El glicerofosfato de sodio actla
como buffer. El azul de metileno es un colorante indicador del estado de 6xido-reduccién. pH:
7.4+2.

Solucion de Dulbecco’s (Dulbecco’s modified eagle médium): Solucién utilizada
comunmente para cultivos celulares. Estd compuesta por D-glucosa: 1,000 mg/L, L-glutamina y
Piruvato de Sodio: 110 mg/L.

Solucién de Hartman: Solucion isotdnica que se utiliza de forma intravenosa como
fluidoterapia. Estd compuesta por Cloruro de Sodio: 0.6 g, Cloruro de Potasio: 0.03 g, Cloruro
de Calcio: 0.02 g y Lactato de Sodio: 0.310 g.
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