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RESUMEN

OBJETIVO: Analizar los efectos de la corriente eléctrica y las nanoparticulas de cobre
sobre la viabilidad y formacion de biopeliculas de P. aeruginosa. HIPOTESIS: La
corriente eléctrica y las nanoparticulas de cobre reducen de manera significativa la
viabilidad y la biosintesis de biopelicula en P. aeruginosa, y se espera un efecto sinérgico
al combinarlos. METODO: Se realiz6 un estudio con enfoque cuantitativo y un disefio
experimental con ensayos por triplicado. Se utilizé la cepa de referencia PA14. Los
tratamientos: 100V DC, 100V DC con CuNPs y CuNPs. El tiempo de aplicacion de
corriente eléctrica fue de 10 min. Tras cada tratamiento, las muestras se incubaron en
caldo nutritivo (24 h) y se repitié el protocolo durante 5 generaciones. Se emple6 ANOVA
de medidas repetidas y analisis post hoc de Tukey en STATA version 14.2.
RESULTADOS: Tras 5 generaciones, la corriente eléctrica logré reducir
significativamente tanto la viabilidad como la formacion de biopelicula en un 19.7% y
13% respectivamente (p<0.05). Mientras que el tratamiento combinado solamente inhibid
la viabilidad un 17.9% (p<0.05). CONCLUSIONES: Aplicar 100 V DC por 100 min logra
inhibir significativamente la viabilidad y formacion de biopelicula en PA14 tras 5
generaciones. Sin embargo, no se observa el efecto sinérgico del tratamiento combinado.
Ademas, se evidenci6 la capacidad adaptativa de P. aeruginosa a dosis no letales de
corriente eléctrica y CuNPs.

Palabras clave: P. aeruginosa, corriente eléctrica, nanoparticulas de cobre, viabilidad,

biopelicula.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the effects of electric and copper nanoparticles (CuNPs) on the
viability and biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa (PA14). HYPOTHESIS: Both
electric current and CuNPs significantly reduce the viability and biofilm biosynthesis in P.
aeruginosa, showing synergistic effect when combined. METHOD: A quantitative study
was performed, with an experimental design and triplicate assays. The reference strain
PA14 was used. The treatments included: 100V DC, 100V DC combined with CuNPs,
and CuNPs alone. The electric current was applied for 10 minutes. After each treatment,
samples were incubated in nutrient broth for 24 h, and the protocol was repeated over 5
generations. Repeated measures ANOVA and Tukey post hoc analysis were performed
using STATA version 14.2. RESULTS: After 5 generations, electric current significantly
reduced both viability and biofilm formation by 19.7% and 13% respectively (p<0.05).
Nevertheless, the combined treatment only inhibited viability by 17.9% (p<0.05).
CONCLUSIONS: Applying 100 V DC for 10 minutes effectively inhibits the viability and
biofilm formation of PA14 after 5 generations. However, no synergistic effect was
observed when combining treatments against biofilm formation. Additionally, the
adaptative capacity of P. aeruginosa to sublethal doses of electric current and CuNPs

was demonstrated.
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Y CIENCIAS BIOMEDICAS

|. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES
El aislamiento de microorganismos resistentes a varias clases de antimicrobianos
es un problema actual en la préactica clinica. Los factores principales que favorecen esta
problemética principalmente son, el uso indiscriminado de antimicrobianos y la facil
generacion de mecanismos de resistencia por parte de los microorganismos (1). Como
consecuencia del uso indiscriminado de antimicrobianos, la prevalencia de infecciones
por microorganismos multirresistentes se ha exacerbado, resultando en el menoscabo

de los tratamientos y prevencion ante estas infecciones (2, 3).

2.1Tipos de infecciones

Una infeccion ocurre cuando un microorganismo, el agente, invade un tejido
huésped, e induce una respuesta inmune y genera asi signos y sintomas, bajo ciertas
condiciones ambientales. La interaccion entre el agente infeccioso y el huésped
susceptible es conocida como cadena de infeccion y consta de los siguientes elementos:
agente infeccioso, reservorio, puerta de salida, mecanismo de transmision, puerta de
entrada y huésped susceptible (4). Las infecciones pueden clasificarse de acuerdo con
el origen del agente patdgeno (enddgenas o exdgenas), o segun el lugar donde se

adquirio la infeccién (comunitarias o nosocomiales) (4).

Las infecciones endbégenas se producen cuando existe un desequilibrio en el
microbiota normal del huésped debido a factores intrinsecos, por ejemplo, lo mas comdn
suele ser una disminucion de la respuesta inmunitaria. Mientras que las infecciones
exdgenas se originan cuando la transmision del agente patdégeno al huésped ocurre
mediante fuentes externas, por ejemplo, via fecal-oral o contacto con superficies u

objetos contaminados (4).

En cuanto a las infecciones segun el lugar de contagio, las infecciones
nosocomiales o infecciones asociadas a la atenciéon en salud (IAAS) son de tipo
exdgenas Yy tienen gran repercusion tanto econémica como social ya que suponen un
incremento en el costo del servicio de salud y en la morbilidad y mortalidad de los

pacientes. Estas infecciones son aquellas que se presentan al menos después de 48
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horas de la admisién o estancia en un centro de salud y que no estaba presente al

momento de ingreso o si se presenta de 48 a 72 horas después del alta (5).

En el caso de las IAAS, el agente infeccioso por lo general es un virus o una
bacteria (3, 6); los reservorios pueden ser pacientes enfermos, portadores del agente
infeccioso o medios inanimados, por ejemplo, superficies, dispositivos o instrumental
contaminado (7). La puerta de salida es la via por la que el agente infeccioso sale del
reservorio y esta puede ser via respiratoria, gastrointestinal, piel, sangre, entre otras. El
mecanismo de transmisién puede darse por via aérea o goticulas de Fligge. La
transmision por contacto puede darse de forma directa o indirecta(7). La directa se
produce cuando hay contacto entre superficies corporales, por ejemplo, contacto entre
dos pacientes o de un paciente con el personal de salud; y la indirecta se produce cuando
hay contacto entre el huésped susceptible y un objeto por lo general inanimado que esta
contaminado, por ejemplo, alimentos, agua, catéteres, guantes o instrumental quirdrgico
(8). La puerta de entrada es la via por la que el agente infeccioso entra al huésped y esta
puede ser semejante a la puerta de salida, via respiratoria, gastrointestinal, parenteral,
piel, membranas mucosas, entre otras. Y finalmente el huésped susceptible es aquel que
debido a ciertos factores como la edad, comorbilidades, tratamiento con
inmunosupresores e incluso la misma patologia de ingreso incrementa su riesgo de

contagio (9, 10).

Entre los principales tipos de infecciones asociadas a procedimientos médicos
invasivos o quirdrgicos estan las infecciones urinarias y bacteriemias asociadas al uso

de catéteres y las neumonias asociadas al uso de ventilador (11).

2.2 Agentes infecciosos

Es muy importante identificar el tipo de agente infeccioso, asi como su mecanismo
de transmision para determinar las estrategias para su prevencion y tratamiento. Los
principales agentes infecciosos son: hongos como Candida albicans; virus como SARS-
Cov-2; y bacterias como Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa (5, 11). En
particular las del grupo denominado ESKAPE, compuesto por Enterococcus faceium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa

y Enterobacterias (12) son bacterias multirresistentes con mayor prevalencia en las
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infecciones asociadas a atencion en salud. El mecanismo de transmisidon mas comuin en

el &mbito hospitalario es la infeccion cruzada resultante de la interaccion entre pacientes
y el personal de salud o las superficies del hospital como se ha observado en estudios
previos una coincidencia del tipo de microorganismo contaminante entre las superficies
de la habitaciéon y las manos del paciente (13). Por lo que, es importante conocer las
principales caracteristicas morfologicas y moleculares que les confieren esta resistencia
a los antibidticos para desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento efectivas ante

estos microorganismos multirresistentes.

Una de las principales clasificaciones de bacterias, es por su afinidad a la tincion
de Gram, la cual se basa en las diferencias morfolégicas en la pared celular de las
bacterias. Las grampositivas (Gm+) se tifien de azul violeta, debido a que su pared
celular contiene mayor cantidad de peptidoglucano y las gramnegativas (Gm-) se tifien
de un color rosado o rojizo, ya que tienen menor cantidad de peptidoglicano. Por lo tanto,
la pared celular es una estructura propia de las bacterias y tiene la funcion de protegerlas
contra agentes externos y permite el intercambio de sustancias necesarias para

metabolismo y crecimiento de la célula (14).

La pared de las bacterias gramnegativas estd compuesta de una membrana
externa, una capa fina de peptidoglucano, periplasma y la membrana plasméatica. En la
membrana externa localizamos a las porinas, para la difusién de solutos, bombas de
expulsion y lipopolisacaridos compuestos de lipidos A (endotoxinas) y polisacaridos con
un antigeno de superficie O. En el periplasma se localizan algunas enzimas hidroliticas
como las B-lactamasas, y la membrana plasmatica contiene el sistema de transporte de

electrones encargado de la sintesis de ATP (15).

El genoma bacteriano puede dividirse en constitutivo y accesorio.
Aproximadamente el 90% del genoma bacteriano es constitutivo, con menor grado de
variabilidad entre distintas cepas de la misma especie y esta conformado por genes
regulatorios y genes necesarios para su metabolismo y crecimiento. Por otro lado, el
genoma accesorio consta de varios elementos, como los plasmidos y transposones, que
le proveen ventajas adaptativas debido a su gran plasticidad mediante procesos de

transferencia horizontal como la conjugacion, transduccion y transformacion (16).



A diferencia del genoma eucariético, el genoma bacteriano agrupa genes que
codifican proteinas funcionalmente relacionadas y que se transcriben para formar un solo
ARNmM policistrénico. Esto permite regular su expresion mediante proteinas reguladoras

actuando sobre un solo operador permitiendo su induccion o represion (17).

2.3 Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa

El éxito en la supervivencia de las principales bacterias asociadas a infecciones
nosocomiales se basa en los distintos mecanismos de resistencia que estos poseen.
Estos se pueden clasificar en: extracelulares, relacionados a la envoltura celular,
intracelulares y genéticos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que estan
interrelacionados entre si. En la figura 1 se ejemplifican algunos de los mecanismos en

cada una de las clasificaciones (18).

/ Extracelular Intracelular \

-Formacion de biopeliculas *Modificaciones redox (ej. SoxR)
*Exopolisacaridos (ej. alginato, Pel, Psl) -Transferasas
*Propiedades fisicoquimicas (ej. viscosidad) *Ribosomas
*Sistema quorum sensing (QS)
*LasR/Lasl
*RhIR/RAII
*PQS Yy IQS
Mecanismos de
resistencia bacteriana
Envoltura celular Genético
*Modificaciones en pared celular *Expresion génica
*Porinas *Genoma constitutivo (ej. genes actividad
«Bombas expulsion redox, permeabilidad de membrana externa)
+Hidrélisis enzimatica +Genoma accesorio
*Plasmidos y transposones (Transformacion,
k transduccion, conjugacion) /

Figura 1 Clasificacion de mecanismos bacterianos para la resistencia a antimicrobianos. Nota.

Adaptado de “Implicancias Estructurales y Fisiologicas de la Célula Bacteriana en los Mecanismos de Resistencia
Antibidtica” (p. 1215), por C. Troncoso, 2017, Int. J. Morphol, 35(4).

Estos mecanismos se observan en bacterias como P. aeruginosa, bacteria
gramnegativa, en forma de baston, con gran capacidad adaptativa ante distintas

condiciones ambientales lo que la convierte en un patégeno de gran relevancia tanto en

4
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el &mbito clinico como en la industria alimentaria. En 2017, se encontraba como prioridad

1 (critica) y encabezé la lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo

de nuevos antibiéticos, esto segun la Organizacion Mundial de la Salud (19).

Pseudomonas aeruginosa, esta asociada a infecciones humanas oportunistas,
debido a que es tolerante a cambios fisicos y quimicos y requerimientos nutricionales,
ademas de presentar resistencia intrinseca como agente hospitalario, representando un
serio problema en el prondstico del paciente infectado. Esta especie bacteriana, presenta
resistencia intrinseca debido a la expresion de 3-lactamasas y la presencia de bombas
de expulsién. Ademas, es capaz de generar resistencia practicamente para cualquier
antibidtico mediante mutaciones, generando resistencia adquirida, siendo los
carbapenémicos y fluoroquinolonas los antibiéticos que inducen un mayor nimero de

mutaciones (20).

Se ha observado que los principales factores de riesgo de infeccion por P.
aeruginosa multirresistente dentro de la unidad de cuidados intensivos estan el tiempo
de estancia prolongado (21), el uso previo de antibiéticos, el uso de sonda vesical y su
duracion de uso (20). En relacion con el uso previo de antibioticos es importante notar
gue la multirresistencia depende en gran manera del tipo 0 combinacion de antibiéticos
frecuentemente prescritos siendo de mayor riesgo aquellos que favorecen la prevalencia
de mutaciones en genes asociados a mecanismos de resistencia. Por ejemplo, el uso
previo de meropenem o ceftazidima incrementan 4 veces la concentracion de estos

antibiéticos para inhibir el crecimiento de P. aeruginosa en pacientes infectados (1).

Entre los principales factores de patogenicidad de P. aeruginosa se encuentran
los siguientes mecanismos de resistencia: en relacion con la envoltura celular posee
proteinas de membrana como OprD y OprF que disminuyen la permeabilidad de la
membrana externa (22); dentro de los mecanismos extracelulares posee polisacaridos
asociados a la formacion de biopeliculas como alginato, Pel, Psl y efectores quorum
sensing (QS) como las, rhl, pgs y 1QS, este ultimo controla la produccion de elastasas,
ramnolipidos y piocianina (23). Y entre los mecanismos genéticos se han descrito
reguladores transcripcionales como OxyR, involucrado en la formacion de biopeliculas y

regulacion de la expresion de genes asociados con la desintoxicacion oxidativa (24).
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La capacidad adaptativa de las bacterias que utilizan estos mecanismos de

resistencia se ha convertido en problema de méaxima prioridad en el sistema de salud
mundial ya que el uso indiscriminado de agentes antimicrobianos contribuye a la
evolucion de estos mecanismos confiriéndole a las bacterias multirresistencia. Esto
conlleva a la necesidad de desarrollar estrategias preventivas y tratamientos mas
eficaces contra estos microorganismos multirresistentes (25). Esto ha generado la
necesidad de buscar nuevas dianas terapéuticas, incluso combinar agentes
antimicrobianos tradicionales con campos eléctricos para potenciar su eficacia con éxito

y probar compuestos sintéticos y biol6gicos con actividad antimicrobiana (26).

Los mecanismos exactos de como los campos eléctricos favorecen a la eficacia
de ciertos antimicrobianos no han sido dilucidados en su totalidad, se cree que esto
puede estar relacionado con modificaciones en el pH, procesos electroforéticos,
produccién de radicales libres, y la asociacion del campo bioeléctrico con las cargas

guimicas, cationes y aniones, de los antimicrobianos (27).
2.4 Biopeliculay laresistencia a antibiéticos

Desde su descubrimiento en 1864 por Anton van Leeuwenhoek, multiples estudios
han relacionado la formacion de las biopeliculas bacterianas con su patogenicidad y
resistencia a agentes antimicrobianos en contraste con bacterias planctonicas. Las
biopeliculas estan conformadas por colonias de microorganismos embebidos en una
matriz extracelular auto secretada conformada de proteinas, ADN extracelular y
exopolisacaridos como el alginato. Esta matriz permite procesos como la adhesion de la
biopelicula a todo tipo de superficies, comunicacion intercelular, resistencia a antibiéticos
y el quorum sensing (QS) el cual es un mecanismo de regulacién de expresion genética

dependiente de la densidad poblacional (18).

En P. aeruginosa, el QS esta conformado por cuatro sistemas interrelacionados y
juega un papel clave en la formacién de biopelicula y la resistencia antimicrobiana (28).
El primer sistema, Las, depende de una proteina reguladora, LasR, a la cual se une el
ligando N-3-oxododecanoil-homoserina lactona; el segundo sistema, Rhl, utiliza como
molécula de sefializacion la N-butiril-homoserina lactona; el tercero es el sistema de

sefalizacion por quinolonas, PQS exclusivo de las Pseudomonas, y depende del ligando
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2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona; y el cuarto sistema es el 1QS, autoinducido por 2-(2-

hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido (29, 30). Por el momento, estos son los cuatro
sistemas descubiertos, asociados a la comunicacion intra e intercelular que permite
regular la expresion de hasta el 10% de los genes en P. aeruginosa involucrados en su
mayoria en factores de virulencia, formacion de biopelicula y resistencia antimicrobiana
(30).

En la década de los 80’s el Dr. John William Costerton, pionero en la investigacion
de la morfologia de biopeliculas, describi6 la formacion de éstas en catéteres cardiacos
e instrumental médico e indic6 su probable asociacidon con las infecciones crénicas (18).
A partir de entonces, se ha tratado de dilucidar los mecanismos mediante los cuales las
bacterias se transforman en agentes patdgenos. Tras una revision de la literatura bajo
criterios de temporalidad y pertinencia utilizando combinaciones de palabras clave como
biopeliculas, resistencia antimicrobiana, corriente eléctrica, bacterias; se seleccionaron

16 articulos los cuales exponen el panorama para esta investigacion.

En un estudio observacional descriptivo y prospectivo sobre los agentes
responsables de las principales infecciones asociadas a atencion de salud realizado en
el Hospital General Regional 1 del IMSS en Chihuahua, México, se encontraron 7
especies bacterianas con multirresistencia a los 34 antibiéticos probados. Acinetobacter
baumannii, Enterobacer cloacae y P. aeruginosa fueron las especies que presentaron el
mayor grado de resistencia. Donde P. aeruginosa presentd resistencia a los
antimicrobianos probados como cloranfenicol, cefalosporinas, carbapenémicos y
fluoroquinolonas (31). Por otro lado, en una investigacion realizada en el Hospital Infantil
de México Federico GOmez donde se estudié la produccion de metalo-B-lactamasas y la
formacion de biopeliculas de P. aeruginosa como posibles mecanismos de resistencia a
antibidticos carbapenémicos, se observdO que 43% de las cepas resistentes a
carbapenémicos fueron productoras de metalo-B-lactamasas y el 82.7% de estas cepas
resistentes a carbapenémicos eran altas formadoras de biopeliculas (32). De esta forma
se puede percibir la asociacion que existe entre la resistencia a antibioticos y la formacion

de biopeliculas en las infecciones asociadas a la atencién de salud.
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Como ya se ha mencionado con anterioridad debido al impacto social y econémico

de las infecciones asociadas a la atencién de salud, se han realizado multiples
investigaciones con el fin de comprender como las bacterias adquieren la resistencia a
antibidticos. Un hallazgo interesante es el realizado por Ramsay et al. donde al comparar
las secuencias de genes asociados a resistencia de antibiéticos en muestras de P.
aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica contra muestras de P. aeruginosa
aisladas de distintas fuentes de agua, como rios y piscinas, notaron variantes en la
secuencia de genes asociados a resistencia antibidticos utilizados en el tratamiento de
infecciones por P. aeruginosa; como amgS (resistencia a trobamicina), gyrA y gyrB
(resistencia a ciprofloxacino), mexZ (resistencia amplio espectro) y ampE (resistencia a
betalactamicos), solo en las muestras aisladas de los pacientes con fibrosis. Esto indica
gue P. aeruginosa posee mecanismos gue le permiten desarrollar resistencia a agentes

antimicrobianos tras su exposicion a ellos (33).

Recientemente, Meirelles et al. describieron un mecanismo relacionado con la
exotoxina piocianina producida por la P. aeruginosa como sistema de competicion
adaptativa ante otros organismos. En su estudio observaron que la produccion de
piocianina activa un sistema de defensa que le confiere un incremento de tolerancia de
la bacteria a antibiéticos o sustancias quimicamente similares a esta exotoxina, como las
fluoroquinolonas, al mediar la regulacion de expresion del operon mexGHI-opmD que
codifica bombas de expulsion multidrogas. Al mismo tiempo, “clasificaron en 5 grupos
principales a los genes que afectan la tolerancia a la piocianina: represores de sistemas
de flujo; respuestas al dafio de proteinas; biosintesis de membrana o pared celular;
respuestas a estrés oxidativo; y metabolismo y transporte de carbono” (p.2) (34). Por otro
lado, Soukarieh et al. describieron como algunos inhibidores del regulador transcripcional
PgsBC producen la acumulacion de ciertos metabolitos los cuales a su vez aumentan la
resistencia de P. aeruginosa promoviendo infecciones crénicas. Este regulador PqsBC
es utilizado por uno de los sistemas del quorum sensing para regular la expresion de
genes asociados a la formacion de biopelicula y factores de virulencia como la piocianina
(35). Otros factores de transcripcion que contribuyen a la regulacién de los mecanismos

de virulencia en P. aeroginosa son GacA y ExsA (36); los genes algU y mucA que regulan
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la sintesis de alginato (37); el gen MexT en respuesta a la presencia del antibiético

colistina (38); y los genes asociados a la respuesta a estrés oxidativo como Pho (39).

Todos estos factores y mecanismos juegan un rol crucial en la capacidad
adaptativa y de supervivencia de bacterias de importancia clinica como la P. aeruginosa.
Motivo por el cual estas han sido el blanco de estudio durante décadas y la busqueda de
tratamientos mas efectivos sigue siendo tema de investigacion. Un enfoque interesante

es el de utilizar corriente eléctrica como agente antimicrobiano.

2.5 Nanoparticulas

La amplitud en el conocimiento con respecto a los mecanismos de resistencia
bacteriana y el efecto de antimicrobianos fisicos y bioquimicos permitird enfrentar la

creciente problematica de las infecciones asociadas a la atencion en salud.

Es por ello por lo que, en la busqueda de alternativas para prevenir el uso excesivo
de antibidticos y prevenir el desarrollo de resistencia, se ha trabajado con diversos tipos
de nanoparticulas (NPs). En la actualidad, se estudia la aplicacion de nanomateriales en
el &rea de la salud humana y animal, con el fin de crear nuevas alternativas terapéuticas,
cosmeéticas y de diagndstico contra enfermedades crénicas degenerativas como el

cancer (40).

Las NPs son particulas ultrafinas de tamafio nanométrico (nano, 10-° m). En los
Ultimos afios, se ha tenido interés en las nanoparticulas metalicas debido a sus
propiedades y potenciales aplicaciones en diversas areas. Entre las nanoparticulas
metalicas, las de cobre (CuNPs) han resultado muy utiles, esto debido a sus propiedades
conductoras cataliticas, Opticas y eléctricas (41). Unas de las ventajas de las CuNPs son:
tamafio nanométrico, la morfologia de la superficie y el area superficial. Este tipo de NPs,
han sido utilizadas en el area de la catalisis heterogénea como catalizadores en la
electrorremediacion de aguas contaminadas y en la desintoxicacion de gases (42), lo

gue indica su funcién bactericida.

Se sabe que, las CuNPs y nanoparticulas de Oxidos de cobre (CuONPSs),

presentan actividad antimicrobiana contra diferentes agentes patdgenos causantes de
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infecciones en humanos (43). Debido a esto, se ha trabajado en crear materiales

multifuncionales que apoye en disminuir o mejor aun inhibir la presencia de estos
patdgenos y asi, evitar dichas infecciones. Se ha observado que, incorporar CuNPs en
matrices organicas inertes que son expuestas a contaminacion bacteriana, produce un
material compuesto antimicrobiano (44). La efectividad del cobre sobre S. epidermidis se
ha evaluado en implantes de silicona utilizados para el aumento mamario; se observo

gue los implantes con aditivos de cobre impiden la adhesion del S. epidermidis (45).
2.6 Corriente eléctrica como alternativa profilactica

En biologia molecular es comun utilizar la técnica de electroporacion para
introducir o expulsar, diversas moléculas en células. La electroporacion se sustenta en
la capacidad de desestabilizar de manera temporal la concentracion de iones dentro y
fuera de la membrana celular al aplicar un campo magnético o corriente eléctrica
afectando asi la permeabilidad de la membrana. El Dr. John William Costerton, realizé
varios estudios para observar el efecto de los campos eléctricos en biopeliculas
bacterianas. En un estudio en colaboracion con Blenkinsopp et al (46) “se aplicé un
potencial constante de 3V que produjo una intensidad de campo de + 12 V/cm y una
densidad de corriente de + 2,1 mA/cm?” (p. 3770) se observé un incremento en el efecto
antimicrobiano de tres agentes bactericidas logrando la completa eliminacion de P.
aeruginosa y se propuso a la electroporacion como uno de los posibles mecanismos de
accion. Esto puede ser probable ya que la aplicacién de pulsaciones eléctricas crea poros
en la membrana celular de distintos tamafios segun su duracién como lo demuestra un
estudio realizado por Saulis et al. en el que observaron la formacion de poros pequefios
con pulsaciones eléctricas de 100 microsegundos y poros de mayor tamafo que tardan

mas en cerrarse con pulsaciones de 2 milisegundos (47).

Lo observado por Costerton se ha replicado en estudios mas recientes donde se
mejoro la eficacia del antibidtico doxiciclina en conjunto con la aplicacion de una corriente
eléctrica de 5V por 2 min para el tratamiento contra biopeliculas subgingivales de
muestras tomadas de pacientes con periodontitis crénica (48).

La electroporacion también se ha utilizado en la industria alimenticia para eliminar

bacterias de productos como la leche. Tal es el caso de un estudio realizado por Lopez
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donde se logré disminuir la presencia de distintas bacterias en 90% de las muestras al

aplicar pulsos de 1 segundo con intensidad de 110 voltios con periodos de reposo de 3
segundos en un intervalo de 5 minutos y se recalco la importancia de seleccionar
adecuadamente la intensidad, frecuencia y duracién de tratamiento para una mayor
efectividad (49).

Sin embargo, la electroporacion es solo uno de los posibles mecanismos mediante
el cual la aplicaciébn de corriente eléctrica incrementa la efectividad de agentes
antimicrobianos o incluso actie como uno. En un estudio realizado recientemente se
aplicé un campo electrostatico de alto voltaje a bacterias gram positivas S. aureus y se
observo que la cantidad de especies reactivas de oxigeno intracelular era directamente
proporcional a la duracién del tratamiento. La exposicién al campo electrostatico de alto
voltaje afectd la membrana celular, la actividad enzimatica, incremento la produccién de
especies reactivas de oxigeno y eventualmente provocé el colapso de la célula (50).
Observaciones semejantes se hicieron en un estudio con P. aeruginosa donde ademas
se analizd la expresion de algunos genes relacionados con la respuesta al estrés
oxidativo para determinar el posible rol de la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en la muerte celular (32).

En los ultimos afios se ha propuesto utilizar pulsaciones eléctricas en rangos de
duracién de microsegundos para regular la expresién de genes mediante dispositivos
eléctricos. Por ejemplo, se logré incrementar la expresion de un gen reportero en células
Hep-2c provenientes de carcinoma cervical mediante pulsaciones eléctricas con
duracion de microsegundos sin afectar la integridad o viabilidad de la célula y se sugiere
gue las especies reactivas de oxigeno desempefian una funcion importante en la

regulacion del factor nuclear kappa (NF-kB) (51).

Mediante esta revision de la literatura se logro identificar algunos parametros y
efectos de la corriente eléctrica en P. aeruginosa, sentando asi las bases para esta
investigacion. Sin embargo, no se han realizado estudios en P. aeruginosa combinando
la corriente eléctrica con CuNPs, y se analice su efecto tras distintas generaciones. Por
lo cual, el objetivo es, conocer el efecto de la corriente eléctrica y las CuNPs en P.

aeruginosa, en un medio liquido por cinco generaciones.

11
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[Il.  DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO
3.1 Planteamiento del problema e interrogante de investigacion.

En todo el mundo, las infecciones nosocomiales representan un gran problema en
los sistemas de salud, con gran impacto socioecondmico. Se ha observado que este
problema es debido a los sistemas de adaptacion que poseen estos microorganismos
contra agentes antimicrobianos como la resistencia a antibiéticos y antisépticos. Entre
los patégenos con mayor incidencia en infecciones nosocomiales en el IMSS se han

reportado: S. aureus, P. aeruginosa y E. coli (6).

Se ha observado que la mayoria de estas infecciones crénicas se deben a que
estos microorganismos crecen en forma de biopelicula. Esto les confiere la capacidad de
desarrollar mayor resistencia a antibioticos y facilidad de propagacién gracias al sistema
de comunicacién, quorum sensing, que les permite regular la expresion de genes que
codifican factores de virulencia y enzimas asociadas a la biosintesis de la matriz
extracelular (52). Por otro lado, en algunos estudios se ha investigado el uso de corriente
eléctrica para eliminar biopeliculas bacterianas, por ejemplo, Brinkman et al., observaron
la muerte celular en biopeliculas bacterianas y concluyeron que esto esta posiblemente
mediado por especies reactivas de oxigeno producidas por las bacterias como respuesta

a la exposicion a corriente eléctrica (39).

Existen varias hipétesis que sugieren la electroporacién y la intoxicacién por
especies reactivas de oxigeno como posibles mecanismos mediante los cuales la
corriente eléctrica logra cierta actividad antimicrobiana, sin embargo, es necesario
obtener mas informacién que soporte dichas hipétesis. Asi mismo, es necesario
establecer parametros para utilizar la corriente eléctrica como agente antimicrobiano en

la industria sanitaria.

Por otro lado, también se ha observado el efecto antimicrobiano de nanoparticulas
de plata, oro, zinc, aluminio y cobre. Debido a su tamafio nanométrico estas particulas
tienen la capacidad de penetrar las membranas celulares e interferir en la actividad
celular normal causando dafio celular, debido a distintos mecanismos de accién entre
ellos, la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), lipoperoxidacion, y

degradacion de ADN (53). Incluso, se ha demostrado que éstas son efectivas contra la
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formacion de biopeliculas (54) y tienen un efecto sinérgico al aplicarse en conjunto con
algun antibiotico (55).

La interrogante que se expone en esta investigacion es: ¢qué efecto tiene la
aplicacion de corriente eléctrica y CuNPs en la viabilidad y biosintesis de biopelicula en
P. aeruginosa?

3.2 Hipotesis

La corriente eléctrica y las CuNPs reducen significativamente la viabilidad, y
biosintesis de biopelicula en P. aeruginosa y su efecto es mayor cuando se combinan

ambos agentes.

3.3 Objetivos
3.3.1 Objetivo general

Analizar los efectos de la corriente eléctrica y las CuNPs sobre la viabilidad y
formacion de biopeliculas de P. aeruginosa.

3.3.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la corriente eléctrica y CuNPs en la viabilidad de P.

aeruginosa.

Determinar el efecto de la corriente eléctrica y CuNPs en la formacién de
biopeliculas en P. aeruginosa.

IV.  JUSTIFICACION
A nivel mundial, las IAAS son un problema con implicaciones tanto economicas
como sociales, ya que incrementa los gastos hospitalarios debido a la prolongaciéon en
la estancia hospitalaria y el riesgo de muerte del paciente (56). Murray et al. (57)
comentan que esta problematica reside en la multirresistencia a agentes antimicrobianos
gue poseen bacterias como E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, e instan a identificar,

evaluar y desarrollar estrategias para disminuir el impacto negativo de estas infecciones.

Los mecanismos de resistencia a antimicrobianos de las bacterias cominmente
asociadas a infecciones nosocomiales han sido objeto de investigacion en numerosos
estudios. Troncoso et al. (18) resaltan la necesidad de investigar estos mecanismos de

resistencia desde un enfoque tanto estructural como molecular y esto no solo facilitara la
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identificacion de areas de oportunidad en las estrategias para el control de infecciones

sino también establecer nuevos objetivos terapéuticos o tratamientos mas eficaces ante
estos patdgenos multirresistentes. Esta investigacion pretende estudiar algunos de los
mecanismos propuestos que le confieren a P. aeruginosa su capacidad adaptativa y de

supervivencia ante la exposicion a agentes antimicrobianos.

La ampliacion del conocimiento acerca de los mecanismos de resistencia
utilizados por las bacterias permitird disefiar protocolos de desinfeccion de superficies
hospitalarias mas eficaces ante estas cepas microbianas multirresistentes. Por ejemplo,
Ortega et al. (52) concluyen que el desarrollo de alternativas terapéuticas contra la
formacion de biopelicula abre la oportunidad a nuevas areas de investigacion. Por lo que
el valor tedrico de esta investigacion es aportar mas conocimiento sobre los efectos de
agentes fisicos y bioquimicos sobre los factores de patogenicidad de P. aeruginosa. Esto
a su vez, tendra implicaciones préacticas de alcance social ya que con base en estos
conocimientos generados se podrian identificar nuevas dianas terapéuticas y objetos de
estudio o disefiar nuevos procedimientos antimicrobianos como, por ejemplo, tratar
superficies o materiales con agentes antimicrobianos en conjunto con la exposicién a un
campo eléctrico de baja intensidad ya que este campo incrementa la eficacia de algunos
agentes microbianos segun observaron Del Pozo et al (27). Lo cual podria abonanzar la
problematica social y econémica relacionada con las infecciones asociadas a la atencion

en salud, ya sea mediante nuevos tratamientos o estrategias de prevencion.
MATERIALES Y METODOS
5.1 Disefio del estudio

Se realizé un estudio, con enfoque cuantitativo y un disefio experimental. El disefio

experimental empleado sera un cuadro latino de 2x2 con ensayos por triplicado.
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Corriente eléctrica

Sin Con
Sin 00 01

CuNPs
Con 10 11

Tabla 1 Cuadro latino del disefio experimental

5.2 Unidades experimentales

5.2.1 Descripcion de las unidades experimentales

Se selecciond P. aeruginosa por ser una de las bacterias de importancia clinica
en infecciones asociadas a la atencion de salud que presenta multirresistencia a
antibidticos y alta capacidad formadora de biopeliculas. Se utilizara la cepa de referencia
ATCC P. aeruginosa PA14 (BAA-1744 strain designation 109246, Lot 700498), la cual ya
cuenta con la secuenciacion completa de su genomay se conoce su farmacorresistencia.
La cepa PA14 demuestra un incremento en su virulencia y patogenicidad en comparacién
con la cepa PAOL1 (58).

5.2.2 Criterios de seleccion de la muestra

La cepa de referencia PA14 es resistente a beta-lactamicos, aminoglucésidos y
quinolonas. Mediante un muestreo probabilistico aleatorio simple se selecciond una
muestra n dentro de una poblacibn N de P. aeruginosa que sean resistentes a [3-
lactamicos y aminoglucosidos al ser estos los antibioticos mas utilizados en infecciones
por P. aeruginosa. También se considerd que fuera alta formadora de biopelicula ya que
este es un factor de patogenicidad de relevancia clinica (31,49).

5.2.3 Tamafio de la muestra y muestreo
Para cada grupo experimental se realizaron 3 réplicas. Se realizé el experimento

en cuatro generaciones consecutivamente.

5.3 Definicién de variables

5.3.1 Dependientes

Formacion de biopelicula: La biopelicula se define como comunidad de bacterias

sésiles embebidas en una matriz extracelular compuesta de exopolisacaridos y

proteinas, y las protege de factores externos como agentes propios de la respuesta
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operativamente como la formacién de biopelicula tras la aplicacion de los tratamientos y

24 horas de incubacion y se medira el porcentaje de cambio en la absorcion mediante el

ensayo de cristal violeta.

Viabilidad: Se refiere a la cantidad de células o crecimiento ocurrido transcurridas
24 horas de incubacion en caldo nutritivo. La definiciébn operativa de esta variable hace
referencia a la inhibicion del crecimiento el cual se medira el cambio de porcentaje de
cambio de absorcion mediante el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

Finalmente, la resistencia a antibiéticos hace referencia a la capacidad que tienen
las bacterias a sobrevivir y desarrollarse en presencia de antibidticos. Para esta
investigacion se medira la sensibilidad al medir la incapacidad de crecimiento de las
bacterias ante la presencia de un antibiético, mediante el ensayo de concentracion
minima inhibitoria.

5.3.2 Independientes

Corriente eléctrica: se refiere al flujo de electrones a través de un medio que sirve

de conductor este puede ser sélido, liquido o gaseoso. En esta investigacion se utilizara

un medio liquido, caldo nutritivo y se medira en voltios.

Nanoparticulas de cobre: se definen como entidades de cobre ultrafinas de tamafo

nanomeétrico (nano, 10 -9 m) (41).

4.4 Técnicas y procedimientos

Para la reactivacion de la cepa de referencia se prepararon 70 mL de caldo de
soya tripticaseina (TSB) y 400 mL de agar TSB. Para el caldo TSB se disolvieron 2.1 g
del medio TSB en 70 mL de agua destilada (dH20) en un matraz Erlenmeyer de 150 mL.
Se calent6 en parilla de calentamiento con agitador magnético hasta clarificar. Utilizando
una pipeta seroldgica se llenaron 10 tubos de ensayo con 6 mL de caldo TSB. Para la
preparacion del agar TSB se disolvieron 16 g de agar en 400 mL de dH20 en un matraz

Erlenmeyer de 1000 mL y se clarifico en parrilla de calentamiento con agitador
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magntico. Se esterilizaron los 10 tubos con caldo TSB y el agar en autoclave a 121° C
por 15 min. Se prepararon 20 placas de agar TSB para cultivo de la cepa de referencia
y guardaron en el cepario del laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimicas de
la UACH.

Para el experimento se prepararon 68 tubos de ensayo con 10 mL de caldo
nutritivo (BD Bioxon, México). El caldo nutritivo se prepard con 5.6 g de medio en polvo
disuelto en 700 mL de dH20 en un matraz. Se esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15
min junto con 10 cajas Petri de 5 cm de diametro, 1 tubo de ensayo de 50 mL y 48 tubos

de 10 mL sin tapa.

El espectrofotometro permite medir la absorcion de luz (A) o densidad éptica (OD)
al detectar la reduccion de luz transmitida al enturbiarse el cultivo al aumentar la cantidad
de células en suspension. Para determinar el nimero de células viables se llevo a cabo
por espectrofotometria en placa de 96 pocillos para igualar a la concentracién 0.5
McFarland, la cual es equivalente a 1.5 x 108 CFU/mL con una OD 600 de 0.08-0.10 (50).

Se reactivo la cepa de referencia ATCC P. aeruginosa PA14 (BAA-1744 strain
designation 109246, Lot 700498) en tubos con 6 mL de caldo TSB y se incub6 a 37°C
por 24h. Se transfirieron 100 pL del cultivo madre de P. aeruginosa a un tubo con 10 mL
de caldo nutritivo y se incub6 a 37°C por 24 h. Transcurridas las 24 h se prepar6 una
solucién de trabajo ajustada a 0.5 McFarland (OD600 = 0.9). Todos los ensayos se
realizaron en la campana de flujo (LABCONO purifier Biological Safety Cabinet, USA) del

laboratorio de biotecnologia de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas.

5.4.1 Dispositivo para tratamiento eléctrico

Se utilizé una fuente de poder para camara de electroforesis (Modelo EC300XL,
Thermo Scientific, Estados Unidos). Se conectaron tres pares de caimanes a los cables
para sostener los electrodos de grafito (Hilitand, Estados Unidos) (5 mm de diametro x 1
cm de alto). Se disefié una base en SolidWorks® y se imprimié en impresora 3D Ender 3
Max Neo (Creality, China) para sostener los electrodos a una distancia de 1 cm entre

ellos y poder realizar las réplicas de los tratamientos en un mismo momento (figura 2).
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Figura 2 Fotografia del dispositivo para el tratamiento eléctrico que sostiene electrodos a una
distancia de 1cm.

5.4.2 Nanoparticulas de cobre

Se prepararon nanoparticulas de cobre (CuNPs) mediante el método de reduccion
acuosa (59). En un matraz de 125 mL se afiadieron 0.624 g de sulfato cuprico
pentahidratado (CuSO,.sH,0) (Meyer, Estados Unidos) y 50 mL dH20; en otro matraz
de 125 mL se disolvieron 0.094 g de borohidruro de sodio (NaBHa4) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), en 50 mL de dH20. La solucion de borohidruro de sodio se pasoé por
goteo, a una velocidad de 1 gota por segundo, hacia la solucién sulfato cuprico con
agitacibn magnética. Se observé en cambio de coloracion a café-amarillento de la

solucion como indicador de la precipitacion de las CuNPs (figura 3) (59).

Se dividié el volumen en tubos de ensayo y se centrifugaron a 10000 rpm por 5
min, tras lo cual se retird con cuidado el sobrenadante. Se realizé un lavado afadiendo
agua destilada y se resuspendio en sonicador por 1 min. Con una pipeta se extrajeron
las CuNPs y se recolectaron en otro tubo de ensayo para secar en horno a 60-80 °C por
24 h. Se pesaron y se obtuvieron 0.268 g de CuNPs las cuales nuevamente se
resuspendieron en 25 mL dH20. Y se prepararon 35 mL de solucion de trabajo con una
concentracion de 24000 pg/mL CuNPs.

18



Figura 3 Preparacion de CuNPs
mediante método de reduccién acuosa

Las CuNPs se caracterizaron por microscopia de barrido electrénico de emision
de campo, FESEM (JSM-7401F, JEOL Ltd., Japon) y mediante espectroscopia de
energia dispersada, EDS (EDAX Octane super-A, Estados Unidos) en el laboratorio del
Centro de Investigacion en Materiales Avanzados (CIMAV) para confirmar la presencia
de particulas de cobre con un tamafio menor a 100 nm (figura 4). Se trabajé con CuNPs

a una concentracion de 3000 pg/mL.

5.0kv  X10,000 WD 38.0mm Tum  CIMAV SE SEM SEI 50kv  X50,000 WD80mm 100nm

Figura 4 Imagenes obtenidas del FESEM-EDS para la caracterizacion de las CuNPs, donde
se aprecian agregaciones de particulas de distintos tamafios, mayores y menores de 100 nm.
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5.4.3 Tratamientos

A partir del cultivo madre de PA14 se inocul6 un tubo con 10 mL de caldo nutritivo
y se incubd por 24 h a 37°C. De este cultivo de 24 h se preparo la solucion de trabajo de
P. aeruginosa con una concentracion 0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL). Tras cada
tratamiento se incubd 1 mL de muestra en tubos de ensayo con 10 mL de caldo nutritivo
por 24 h y se repitieron los tratamientos para las generaciones posteriores. Los
tratamientos se realizaron 5 veces para un total de 5 generaciones. Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado (figura 5). La descripcidn de los tratamientos es

la siguiente:

a. Corriente eléctrica directa

r\ 2 mL

— L —
= 1mL
0.5 McFarland 2 Incubar a 37 °C por
0.08 OD 600 nm ’ 24 h
U 8 L_/
Cultivo Solucion de 100V 10 mL caldo
P aeruqginosa trabajo 10 min nutritivo

Figura 5 Procedimiento para el tratamiento con 100 V por 10 min

Se colocaron 2 mL de la solucion de trabajo en una caja Petri de vidrio de 5 cm de
didmetro. Se colocaron los electrodos de grafito en los caimanes conectados a la fuente
de poder EC 300 XL (Thermo Scientific, USA) y se encendié programada a 100 V
constantes por 10 min. Se retiraron los electrodos y se transfiri6 1mL de muestra a un
tubo de ensayo con 10 mL de caldo nutritivo previamente etiquetado para incubar a 37°
C por 24 h.
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b. Corriente eléctrica con nanoparticulas de cobre

Se colocaron 1.75 mL de la solucion de trabajo en la caja Petri de vidrio y se
afiadieron 0.25 mL de CuNPs con una concentracion de 24000 pug/mL para obtener una
concentracion final de CuNPs de 3000 pg/mL. Se colocaron los electrodos de grafito con
los caimanes y se encendi6 la fuente de poder EC 300 XL (Thermo Scientific, USA)
programada a 100 V constantes por 10 min. Se retiraron los electrodos y se transfirié 1
mL de muestra a un tubo con 10mLde caldo nutritivo previamente etiquetado para
incubar a 37° C por 24 h (figura 6).

= —_—
= 1mL
0.5 McFarland 2 Incubar a 37 °C por

0.08 OD 600 nm I I g— E | ‘ 24h
\ J -/ -

Cdﬁ“’o Solucion de 100V 10 mL.c.aIdo
P aeruginosa trabajo 10min nutritivo

_

’ 7‘ 0.25mL
CuNPs

Figura 6 Procedimiento utilizado para ensayo combinando 100V por 10 min y CuNPs

c. Nanoparticulas de cobre

Se colocaron 1.75 mL de la solucién de trabajo en la caja Petri de vidrio y se
afiadieron 0.25 mL de CuNPs con una concentracién de 24000 pg/mL para obtener una
concentracion final de CuNPs de 3000 pg/mL. Se transfirio 1mLde muestra a un tubo

de ensayo con 10 mL de caldo nutritivo previamente etiquetado para incubar a 37°C
por 24 h (figura 7).
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0.08 OD 600 nm
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Cultivo Solucion de 10 mL_c.aldo
P, aeruginosa trabajo nutritivo

 —] fS—
1mL "
0.5 McFarland /\ 2 |HCubar:4?;‘7 C por

_—

0.25 mL

\,/
CuNPs

Figura 7 Procedimiento para tratamiento con 3000 pg/mL CuNPs

d. Control

Se tom6 1 mL de solucion de trabajo sin tratamiento y se transfirié a un tubo de
ensayo con 10 mL de caldo nutritivo para incubar a 37°C por 24 h. Este procedimiento

se repitié por triplicado para cada generacion.

5.4.4 Ensayos
a. Andlisis de viabilidad celular por ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT)

El analisis de viabilidad se realizé mediante el ensayo MTT. EI MTT es una sal de
tetrazolio de color amarillo la cual es metabolizada por las deshidrogenasas de las
células reduciéndola a formazén de color violeta. Este cambio de color ocurre solamente
cuando las células estan metabdlicamente activas motivo por el cual es utilizado como
indicador de la viabilidad celular (60). A partir del cultivo de 24h a 37° de cada muestra
se prepararon soluciones de trabajo con concentracién 1.5X108 CFU/mL. Se afiadieron
100 ul de la solucion de trabajo de cada replica a un pozo en microplaca de 96 pozos y

se incubo por 24h a 37°C. Tras las 24 h se descart6é el medio de cultivo y se afiadieron
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0 de caldo nuevo y 10ul de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Se incubd la placa por 2 h a 37 °C. Después se descartaron 75 pl del
medio y se afladieron 50 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) y se mezclé bien cada pozo para
solubilizar el formazan dejando incubar por 10 min a 37 °C. Se ley6 la absorbencia a 570

nm en lector de microplacas iMark™ microplate reader (BIO-RAD, USA).
b. Cuantificacion de biopelicula

El ensayo para la cuantificacion de biopelicula se realiz6 mediante el método en
microplaca con tincion cristal violeta. Al ser un colorante de carga positiva, el cristal
violeta, tiene afinidad con todos aquellos componentes celulares de carga negativa que
integran la biopelicula, como lo son los lipopolisacéaridos, algunas proteinas y el ADN
extracelular. Esto permite utilizar este colorante para cuantificar la biomasa resultante de
la formacion de biopeliculas (61). A partir del cultivo de 24h a 37° de cada muestra se
prepararon soluciones de trabajo con concentraciéon 1.5X10®8 CFU/mL para cada
tratamiento. Se afiadieron 100 pl de la solucion de trabajo a un pozo por tratamiento en
microplaca de 96 pozos y se incubo por 2 h a 37 °C. Se retir6 el medio, se realiz6 un
lavado con 100 pl buffer de fosfato (PBS) y se afiadieron 100 ul de caldo nutritivo nuevo
para incubar por 24h a 37°C. AL dia siguiente se descarté el medio de cultivo y se realiz6
otro lavado con PBS. Se afiadieron 100 pl de cristal violeta (1% en dH20) y se incub6 20
min a 37°C. Tras la incubacion se descartd con cuidado el cristal violeta y se afiadieron
150 pl de etanol al 95%. Se tomaron 100 pl de cada pozo y se transfirieron a un pozo
limpio para la lectura de absorbencia a 590nm en lector de microplacas iMark™
microplate reader (BIO-RAD, USA).

5.4.5 Plan de analisis

Los datos recopilados de cada ensayo se organizaron en tablas en Excel
(Microsoft, USA). Los tratamientos y control en las filas y las generaciones en las
columnas. Se calculé la media y desviacion estandar del control y los tratamientos por
generacion y el total de las lecturas de densidad éptica obtenidas en cada ensayo. Se
calcul6 el porcentaje de inhibicion tanto para el ensayo de MTT como para la formacién

de biopelicula con la siguiente formula:
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ODei- OD
% inhibicién = kit * 100
ODctrI

Donde,
ODctri = la media de la DOsoo del control
ODix = la media de la ODsoo del tratamiento referencia

Para la seleccion del estadistico a utilizar primero se realiz6 la prueba de
normalidad de datos de Kolmogorov-Smirnov (N=72). Para los datos de viabilidad se
comprobd su normalidad (p > 0.05) y su esfericidad (p > 0.05) por lo que se empleé el
estadistico paramétrico ANOVA de medidas repetidas para observar el efecto de los
factores tratamiento y generacion sobre la variable independiente, donde se considero
una diferencia estadisticamente significante cuando p < 0.05.

Debido a que en los datos de formacién de biopelicula no se observé la normalidad
(p < 0.05) ni esfericidad (p = 0.50), se realiz6 una transformacion logaritmica de los
mismos con el fin de estabilizar la varianza. Por lo tanto, también se analiz6 mediante
ANOVA de medidas repetidas, determinando diferencias significativas cuando el valor
de p < 0.05. El analisis de datos se realizo utilizando el software estadistico STATA
version 14.2 (StataCorp, USA).

5.5 Consideraciones éticas

En la realizacion de esta investigacién se hizo uso adecuado de los recursos
provistos por la institucion con los fines para los cuales fueron proporcionados. Dado que
esta experimentacion se realizé con bacterias y no se trabajé con animales por lo que no
fue necesaria la carta de consentimiento informado ya que no entra en los criterios
considerados en los articulos 96 a 103 de la Ley General de Salud. Sin embargo, debido
a que se manipulé un agente infeccioso del grupo de riesgo 2, se siguieron las
recomendaciones de bioseguridad nivel 2 de laboratorio, como lo son el uso de guantes,
mascarilla, campana de flujo, desinfeccion de éareas de trabajo, entre otros. Se
desecharon los residuos contaminados en bolsas de polietileno rojas conforme lo
establecido en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

24



V. RESULTADOS
En esta investigacion se utilizé la cepa de referencia ATCC PA14 la cual esta
clasificada como una cepa alta formadora de biopelicula y multirresistente, la resistencia

se muestra en la figura 8.

Figufa 8. Antibiograma realizado a cepa
de referencia PAl1l4 para confirmar
multidrogorresistencia

Ya que el objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la corriente
eléctrica y las nanoparticulas de cobre en la formacion de biopelicula y viabilidad, se
realizaron los ensayos de viabilidad celular por MTT y cuantificacion de biopelicula
mediante tincidn con cristal violeta. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos

de estas pruebas.
6.1 Efecto de los tratamientos en la viabilidad de P. aeruginosa

Los datos obtenidos tras cinco generaciones (N =72) presentaron una distribucion
normal (p >0.05), por lo que se empled el estadistico ANOVA medidas repetidas con el
objetivo de determinar el efecto de los factores tratamiento y generacidon. Se encontraron
diferencias significativas en la inhibicion de crecimiento celular tras la aplicacion del
tratamiento con 100 V por 10 min (p = 0.032) y el tratamiento combinado de 100 V por

10 min con CuNPs (p = 0.037) en comparacion con el grupo control (figura 9).
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Viabilidad por tratamiento tras 5 generaciones
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Control 100V 100V+CuNP CuNP

Vlabilidad (%)

Tratamiento

Figura 9. Porcentaje de viabilidad de crecimiento de P. aeruginosa segun el
tratamiento tras la exposicién por cinco generaciones.

De igual manera, se observaron diferencias significativas entre las generaciones 1 (p
=0.001), 3,4,y 5 (p=0.000) en comparacion con la generacién 0 (control). Sin embargo,
tras las comparaciones pareadas de Tukey, no se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos dentro de estas generaciones (Figura 10).

Viabilidad en P. aeruginosa por generacion segun el tratamiento

0.5+
.\—.—————\ + Control
5 041 N\t . e -~ 100V
2., v N\ ~+~ 100V+CuNP
E ‘\f—"—'—':*""' + CuNP
= 0.2+ y
Qo
o
> 0.1
0.0

T T T T T T
G0 G1 G2 G3I G4 G5

Generacion

Figura 10. Comparacion de medias de densidad Optica en viabilidad por
generacion segun el tratamiento en P. aeruginosa
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6.2 Efecto de los tratamientos en formacion de biopelicula de P. aeruginosa

Se obtuvieron 72 lecturas de densidad Optica tras las pruebas de cuantificacion de
biopelicula por tincion de cristal violeta. Tras la transformacion logaritmica de los datos
se obtuvo una distribucion normal (p > 0.05) por lo que se empled el mismo estadistico

paramétrico que en viabilidad.

El andlisis para observar diferencias debido a los tratamientos y generaciones se
realizd ANOVA medidas repetidas, donde se obtuvieron diferencias significativas en las
generaciones 1 a 4 (p = 0.000). Por otro lado, solamente el tratamiento con 100 V DC
por 10 min logré una reduccion significativa del 13% (p = 0.048) en la formacién de
biopelicula tras las cinco generaciones (Figura 11).

Formacion de Biopelicula por tratamiento tras 5
generaciones
120

100

*
80
60
40
20
0

Control 100V 100V+CuNP CuNP

Biopelicula (%)

Tratamiento

Figura 11. Porcentaje de formacion de biopelicula por tratamiento tras
cinco generaciones.

Tras realizar las comparaciones pareadas de Tukey se observaron diferencias
significativas solo en la primera generacion con el tratamiento combinado (p= 0.024) y
las CuNPs (p = 0.018) (Figuras 12 y 13).
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Formacion de biopelicula por generacion segun el tratamiento

0.6
—— Control

e) — 100V
(=)
= 0.4- —=— 100V+CuNP
2 —— CuNP
[+
L "
o 0.2-
(72
Q2
<

00 1 1 1 1 1 1

G0 G1 G2 G3 G4 G5

Generacion

Figura 12. Comparacién de medias de densidad 6ptica en formacion de biopelicula por
generacion segun el tratamiento en P. aeruginosa

Formacion de biopelicula por generacion segun el
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Figura 13. Formacién de biopelicula por generaciobn segun el tratamiento en P.
aeruginosa

6.1 Tesis

Los resultados de este experimento indican que el tratamiento de 100 V DC por
10 minutos es el Unico tratamiento que inhibe significativamente la formacion de
biopelicula tras cinco generaciones. Por lo que, en el caso de los tratamientos con 3000
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las hipotesis de investigacion y se acepta la hipotesis nula.

En cuanto a la viabilidad se observaron reducciones significativas en el crecimiento
de P. aeruginosa tras el tratamiento con corriente eléctrica y el tratamiento combinado,
sin embargo, el tratamiento combinado tuvo un efecto ligeramente menor al de corriente

eléctrica.

VI.  DISCUSION

Mediante este estudio se evaluo el efecto de la corriente eléctrica y las CuNPs sobre
la formacion de biopeliculas y la viabilidad de P. aeruginosa en un medio liquido. Los
resultados demostraron que la aplicacion de 100 V de corriente eléctrica por 10 minutos
es el tratamiento de mayor eficacia contra la formacion de biopelicula y reduce la
viabilidad de PA14 tras su exposicidn por cinco generaciones. Estos hallazgos son
consistentes con investigaciones previas donde se ha observado este efecto electricidad
en distintas cepas de P. aeruginosa (39, 46, 62-65).

Estas investigaciones previas sugieren posibles mecanismos de accion mediante
los cuales la corriente eléctrica puede dafiar la membrana celular o producir especies
reactivas de oxigeno que provocan la muerte celular. La mayoria de los autores que han
estudiado este fendmeno, como Costerton , Blenkinsopp (46), Brinkman (39), Dusane
(62), Lochab (66), Shawki (63), Niepa (64), Schmidt-Malan (65) y Ruiz-Ruigomez (67)
entre otros, concuerdan en que la electroporacion dafia la membrana celular de P.
aeruginosa al crear poros que permiten el acceso de agentes antimicrobianos. Por
ejemplo, en el estudio realizado por Schmidt-Malan et, al. (65) donde se determina el
efecto electricidad en distintos organismos probando distintos parametros de tiempo de
exposicion, superficies y electrodos, se observo que en la cepa Xen5 de P. aeruginosa
se logré una reduccién en la formacién de biopelicula en discos de teflon de 4.99 log
CFU/cm? tras 4 dias de exposicion intermitente con 200 pA, y en PA14 la reduccion fue
de 4.12 log CFU/cm? bajo las mismas condiciones. Por otro lado, Ruiz-Ruigomez et, al.
(67) observaron una reduccién de biopelicula en Xen5 de 4 log CFU/cm? con 500 YA en

tan solo 24 h en discos de teflén utilizando electrodos de titanio.
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La mayoria de los autores concuerdan que el efecto electricidad es tiempo y dosis
dependiente (39, 46, 48, 62-68), y que dicho efecto es proporcional, lo que significa que
a mayor tiempo o dosis habra mayor efecto. Lo cual concuerda con lo observado en el
presente estudio donde se observo un 10.8 % de reduccion en la formacion de biopelicula
y de un 19.7 % en la viabilidad en comparacion con el grupo control tras cinco
generaciones tras la aplicacion de 100 V DC por 10 minutos. No obstante, en el estudio
realizado por Shawki et, al. (63) se observd una reduccion del 44% en la formacion de
biopelicula con tan solo 9 V en 15 min en P. aeruginosa PAOl1 en TSB utilizando
electrodos de plata. Esta diferencia podria deberse a otro de los posibles mecanismos
sugeridos por varios autores, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (39,
62, 64, 69). Al utilizar electrodos metalicos (plata, cobre, acero inoxidable o titanio) es
posible que la corrosion de dichos electrodos libere iones, en especial de metales como
Fe?*, Cu*, Cu?*, y estos a su vez, actuar como catalizadores en la produccién de radicales
superoxido o hidroxilo, provocando una respuesta de la bacteria y con el tiempo
causando dafio celular (39, 50, 70). Por otro lado, los iones liberados de los electrodos
de plata (Ag+), aunque directamente no produzcan ROS, por si solos han demostrado
actividad antimicrobiana por su toxicidad a las células (71).

Aungue en la presente investigacion se utilizaron electrodos de carbono para
descartar la liberacion de iones potencialmente toxicos (64), se puede sospechar de la
electrolisis como el posible mecanismo en la produccion de ROS ya que se utilizé caldo
nutritivo como medio conductor. Esto se explica ya que el caldo nutritivo contiene sales
(NaCl) y mediante la electrolisis se liberan iones de cloro, que tras reaccionar con el agua
del medio produce acido hipocloroso (HOCI), el cual es un potente antimicrobiano (69).
Por lo que podemos concluir que la reduccién tanto en viabilidad como en la formacion
de biopelicula tras la aplicacion del tratamiento eléctrico, podria ser resultado de la
electrolisis y electroporacion al producirse HOCI y facilitar su introduccion en las células
mediante el dafio estructural de la membrana celular. Lo cual posiblemente indujo
modificaciones a nivel molecular interfiriendo en la replicacibn y mecanismos de
reparacion del ADN alterando el correcto funcionamiento de las células (72).

El uso de CuNPs en conjunto con la corriente eléctrica también mostré una

reduccion significativa en la viabilidad de P. aeruginosa, aunque menor comparada con
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Y CIENCIAS BIOMEDICAS

la corriente eléctrica por si sola. Sin embargo, no se observd un efecto sinérgico

significativo contra la formacion de biopelicula. Esto puede deberse a que las CuNPs
utilizadas en esta investigacion tenian en su mayoria un tamafio de 100 nm y se ha
observado que tanto el tamafio como la forma de las nanoparticulas influyen en su efecto.
Siendo aquellas de menor tamafio y planas las mas eficaces contra bacterias gram
negativas (71, 73). Al ser nanoparticulas de mayor tamafio, esto dificulté su penetracion
por la matriz extracelular de la biopelicula y por ende un efecto reducido.

Es imperante destacar que, a pesar de los resultados positivos obtenidos en esta
investigacion, es necesario realizar mas estudios para determinar los efectos a largo
plazo de estos tratamientos y sus mecanismos de accion. Es de interés notar, que se
observaron fluctuaciones en las mediciones entre las generaciones incluso en el grupo
control, tanto en la viabilidad como en la formacion de biopelicula. Estas fluctuaciones
pueden deberse a factores como: la acumulacién de metabolitos secundarios como la
piocianina; factores biolégicos como la seleccién natural; o factores experimentales como
inconsistencias en lavados o errores de pipeteo.

La piocianina, incluso en bajas concentraciones, tiene la capacidad de
incrementar el estrés oxidativo en P. aeruginosa induciendo asi un cambio hacia un
metabolismo anaerobio aun en presencia de oxigeno (74). Ya que el metabolismo
aerobico es mas eficiente para la produccién de energia y por lo tanto la tasa de
crecimiento es mayor, el cambio de ruta metabdlica a la fermentacion resulta en un
crecimiento mas lento. Por otro lado, este mismo estrés oxidativo incrementa la
probabilidad de mutaciones espontaneas que afecten la funcién normal de la célula, en
especial si la célula tiene una deficiencia en el sistema de reparacion de errores de
emparejamiento, lo cual se ha observado en cepas derivadas de PA14 (75). Ademas,
este incremento de estrés oxidativo también podria inducir la aparicion de variantes de
colonia pequefia como estrategia adaptativa para mitigar los efectos negativos de la
piocianina (76). De esta manera, se explicaria como se observa una disminucion de
biopelicula y viabilidad en las generaciones 2 y 3 respectivamente, seguido de un
incremento gradual en las generaciones posteriores al grado de casi alcanzar su estado

original.
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Y CIENCIAS BIOMEDICAS

Por lo tanto, entre los principales riesgos de utilizar la corriente eléctrica y las

nanoparticulas de cobre como tratamientos alternativos contra P. aeruginosa, es el
desarrollo de resistencia. Las fluctuaciones antes mencionadas podrian ser indicio de
esta resistencia. Esta resistencia puede desarrollarse debido a la redistribucion de cargas
en las moléculas, como las proteinas y el ADN, lo cual puede inducir cambios
conformacionales o mutaciones que alteren la funcion de dichas moléculas afectando asi
los procesos biolégicos de la célula en cuestion (77). La desnaturalizacion del ADN,
debido al calor producto del flujo de electrones, y la activacion del sistema de respuesta
al estrés debido a la presencia de ROS, y la presencia de HOCI pudieran incrementar la
tasa de mutacion y crear variantes resistentes al no aplicarse una intensidad de corriente
letal.

Por lo tanto, las principales limitantes de esta investigacion fueron no cuantificar
la concentracion de piocianina y ROS, solo tres replicas por muestra. Se pretende
realizar los ensayos para el analisis de expresion de genes asociados a la formacién de
biopelicula, estrés oxidativo, resistencia a farmacos y quorum sensing, ya que este ultimo

juega un papel fundamental en la regulacion de genes y formacion de biopelicula.

VII. CONCLUSIONES
Los resultados de esta investigacion demuestran ser efectivos para la inhibicién en la
formacion de biopelicula y viabilidad aplicando 100 V DC por 10 minutos cada 24 h tras
cinco generaciones. Sin embargo, destaca la importancia de aplicar una dosis letal para
evitar el desarrollo de resistencia a estos tratamientos. Prospectivamente, se realizara el
analisis de expresidn génica para elucidar los mecanismos moleculares que explican los

efectos de la corriente eléctrica y las CuNPs sobre P. aeruginosa.
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