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RESUMEN

En 2022, se aplicaron a una cepa ATCC 10231 de Candida albicans tratamientos de
corriente eléctrica y luz UV-C, para evaluar los efectos sobre la viabilidad celular,
susceptibilidad a Anfotericina-B, produccion de biopelicula y morfologia. Se compararon
5 combinaciones de tratamiento: Corriente Eléctrica (50V), Radiaciéon UV-C (254nm),
Corriente Eléctrica (50V) + Radiacion UV-C (254nm), Corriente Eléctrica (50V) seguida
de Radiacion UV-C (254nm) y Radiacion UV-C (254nm) seguida de Corriente Eléctrica
(50V). Para cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones y el experimento se realizé en
tres ocasiones. Se observd que el dafio celular mas extenso fue causado por el
tratamiento de Corriente Eléctrica (50V) + Radiacion UV-C (254nm) después de aplicarlo
durante 5 minutos. Las células que se trataron con corriente eléctrica (50 V) seguida
inmediatamente de UV-C, se observaron paredes celulares rotas, restos celulares y
pseudohifas. En el caso donde las células se trataron primero con UV-C seguido de
corriente eléctrica (50 V), el dafio a la pared celular, los restos celulares y las pseudohifas
es menor. Las células tratadas con Corriente eléctrica (50V) al mismo tiempo que con
UV-C exhiben caracteristicas similares los tratamientos anteriores, pero también incluye
paredes celulares rotas y desechos celulares en la muestra. La combinacion de corriente
eléctrica con UV-C lograron aumentar la sensibilidad al antimicético por parte de la cepa
estudiada. Nuestro estudio proporciona evidencia convincente de que la aplicacion de

corriente eléctrica y luz UV-C puede inducir cambios morfoldgicos en Candida albicans.

Palabras clave: Candidiasis; Biopelicula; Resistencia Antifingica; Radiacion UV; Electricidad.



ABSTRACT

In 2022, treatments involving electric current and UV-C light were applied to a Candida
albicans ATCC 10231 strain to evaluate their effects on cell viability, susceptibility to
Amphotericin-B, biofilm production, and morphology. Five treatment combinations were
compared: Electric Current (50V), UV-C Radiation (254nm), Electric Current (50V) + UV-
C Radiation (254nm), Electric Current (50V) followed by UV-C Radiation (254nm), and
UV-C Radiation (254nm) followed by Electric Current (50V). Each treatment was
replicated three times, and the experiment was conducted on three separate occasions.
The most extensive cellular damage was observed with the Electric Current (50V) + UV-
C Radiation (254nm) treatment after 5 minutes of application. Cells treated with electric
current (50V) immediately followed by UV-C showed broken cell walls, cellular debris, and
pseudohyphae. When cells were treated first with UV-C followed by electric current (50V),
the damage to the cell wall, cellular debris, and pseudohyphae was less severe. Cells
treated with Electric Current (50V) simultaneously with UV-C exhibited characteristics like
the previous treatments but included broken cell walls and cellular debris in the sample.
The combination of electric current and UV-C increased the strain's sensitivity to the
antifungal. Our study provides compelling evidence that applying electric current and UV-

C light can induce morphological changes in Candida albicans.

Keywords: Candidiasis; Biopelicula; Resistencia Antifingica; Radiacion UV; Electricidad.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Candida albicans

Existen mas de 150 especies dentro del género Candida, la ausencia de forma sexual es
su caracteristica principal, exceptuando algunas especies micoticas. Se les clasifica
como levaduras, hongos que se desarrollan predominantemente de manera unicelular.
Dentro del género Candida apenas una docena de especies pueden ser ocasionalmente

patdgenas para el hombre al poder adaptarse a una temperatura de 37°C.[1]

La presencia de C. albicans como comensal en cavidad bucal, tractos genitourinario y
gastrointestinal, secrecién bronquial y piel del hombre y de ciertos animales es comun,
en sujetos sanos, existe un balance entre los mecanismos de defensa del hospedero y el

potencial invasivo por parte de las levaduras.[1-4]
1.2 Candida albicans como agente patdégeno

Cuando el sistema de defensa del hospedero se dafia, tal y como ocurre en sujetos
inmunosuprimidos o meédicamente comprometidos, la infeccion oportunista por C.
albicans, asi como por otras especies de Candida puede derivar en el desarrollo de

infecciones superficiales y sistémicas potencialmente mortales.[1-4]

Estadisticamente, Candida albicans es el agente responsable del 90-100% de las
infecciones de las mucosas, la cuarta causa principal de infecciones nosocomiales con
mayor frecuencia en nifios, neonatos y en unidades de cuidados intensivos, y el tercer
patogeno aislado con mayor frecuencia del torrente sanguineo segun las clasificaciones
del Centro para el Control de Enfermedades, ya que el 40% de los pacientes se han
contaminado con cepas de C. albicans a través de catéteres produciendo fungemia que
atribuye una tasa de mortalidad del 35-50% en Individuos inmunocomprometidos y

criticamente enfermos.[5—7]
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En los ultimos afios ha aumentado de manera exponencial la cantidad de dispositivos
biomédicos (catéteres intravasculares, valvulas cardiacas, protesis articulares,
marcapasos, sondas urinarias, stents ureterales, protesis intravasculares, etc.) que se
colocan en los hospitales. Una de las complicaciones que més frecuentemente se asocia

a su uso es la infeccién.[8]

La mayoria de las infecciones por microorganismos comensales provienen de la
colonizacion enddgena. Sin embargo, la contaminacion exdégena, como las infecciones
transmitidas a través de los empleados del hospital, la atmdésfera del hospital y los
dispositivos invasivos contaminados con biopeliculas, como los catéteres, también

pueden ocurrir.[9]

La candidiasis invasiva se asocia con frecuencia a la formacion de biopeliculas sobre
catéteres, protesis dentales o cardiacas y otros biodispositivos médicos que pueden
actuar como sustrato para el desarrollo de estas, convirtiendose en un foco de
diseminacién de la infeccion, lo que entorpece las funciones propias de estos dispositivos,
incrementa la mortalidad cruda asociada a las infecciones invasivas por especies de
Candida hasta el 80% segun algunos estudios. La candidiasis invasiva se asocia ademas
con un aumento de la estancia media y con un aumento del coste econémico que genera

la asistencia médica.[3,8]

Varios factores contribuyen a la transicion de C. albicans entre comensalismo y
patogenicidad. Esta transicion se rige en gran parte por la capacidad de C. albicans para
intercambiar entre 2 morfologias: formas de levadura e hifas. Ambas formas son cruciales
para el desarrollo y mantenimiento de la patogenicidad de C. albicans. La primera forma
es necesaria para la union a las células huésped y la posterior diseminacién y la dltima
forma es necesaria para la invasion de tejidos y la formacién de biopeliculas. El cambio
de levadura a hifa se desencadena por diversas condiciones ambientales, incluida la
hipoxia, la temperatura de 37°C, la disponibilidad de suero, el pH de neutro a basico, el
agotamiento de la glucosa y el contacto con una célula huésped. En ambas morfologias,
2



+CIENCIAS BIOMEDICAS

las células estan unidas por una pared celular que se modifica continuamente durante la

morfogénesis y el crecimiento.[5]

El uso més generalizado de los azoles se da a partir de su desarrollo en la década de los
setenta y en los afios ochenta con el surgimiento de los triazoles y el fluconazol, su
representante mas importante, entre otras razones porque coincidié con la pandemia de
SIDA y las indicaciones terapéuticas para este sindrome. Ademas, las ventajas
farmacocinéticas del fluconazol en relacion con su posologia, pues se le considera el
primer antifingico sistémico con toxicidad reducida y con un excelente perfil
farmacocinético, y la disponibilidad en el mercado ya que tiene presentaciones para

formulacién oral o intravenosa, facilitaron su uso. [3,4]

Debido al uso inadecuado de medicamentos necesarios para el tratamiento de las
micosis, se ha observado de manera importante que el nimero de pacientes con estas
infecciones ha incrementado, siendo este uso indebido el principal contribuyente para

que levaduras como Candida spp. aumenten su resistencia.[3]
1.3 Biopeliculas en Candida albicans

Podemos definir de una manera sencilla una biopelicula como una comunidad de
microorganismos que estan en ambos tipos de superficies, ya sean abidticas o bibticas
(como dispositivos y tejidos médicos implantados), adheridos a una superficie y
englobados por una matriz extracelular autoproducida. A pesar de que esta forma de vida
se conoce desde hace mucho tiempo, es hasta hace poco se ha reconocido el gran
impacto tanto médico como industrial que representan aquellos microorganismos que

pueden vivir adheridos a superficies.[6-8]

Se ha demostrado en diversos estudios realizados por diferentes equipos de
investigaciones hasta la fecha se han centrado en biopeliculas bacterianas, habiéndose
prestado mucha menos atencioén a las biopeliculas fungicas. Sin embargo, hoy en dia, y

debido a los factores anteriormente mencionados, el numero de infecciones fungicas ha
3
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cobrado una mayor relevancia en nuestro medio. Para desarrollar estrategias,
preventivas o terapéuticas que, contribuyan a disminuir la morbimortalidad elevada y el
gran gasto econdémico que se asocia con este tipo de infecciones, es fundamental
conocer el proceso de formacién, composicion y citoarquitectura de las biopeliculas

fungicas.[8]

El analisis de las biopeliculas de C. albicans por microscopia de fluorescencia muestra
que estan formadas por una red compleja de células levaduriformes, hifas y pseudohifas
interconectadas con una matriz extracelular constituida fundamentalmente de

polisacéaridos y proteinas que brindan resistencia a un espectro amplio de antifingicos

incluyendo fluconazol y anfotericina B. El mayor componente de la matriz extracelular son
los hidratos de carbono (39.6%, de ellos el 32.2% es glucosa, el 5% proteinas, el 3.3%

hexosaminas, el 0.5% fdésforo y el 0.1% &cido arico).[7,8]

La infeccién por C. albicans dependera de forma particular, de su capacidad de adhesion
aunado a diversos factores de virulencia. Esta capacidad es esencial para la
patogenicidad porque favorece la formacion del complejo de biopelicula sobre la
superficie de los dispositivos médicos de uso frecuente y propicia la invasion y
diseminacion de la infeccion permitiéndole adherirse firmemente, debido a esto, se le
reconoce como un mecanismo importante de resistencia antifungica. El desarrollo de

biopeliculas en los catéteres puede ocurrir hasta en un 30% de los casos.[3,7,8,10]

Estudios reportan que existe una resistencia mayor de ceélulas en biopeliculas
comparadas con aquellas que crecen en suspension, sugieren ademas que, gracias a
gue las células forman capas, se propicia la proteccién de los microorganismos como
consecuencia de la inadecuada penetracién de los agentes antimicéticos en las capas
internas. Este hecho es la causa de que los tratamientos antimicrobianos fracasen
habitualmente y haya que retirar los biodispositivos en la mayor parte de las ocasiones

para conseguir erradicar la infeccién.[3,6,8]

4
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1.4 Resistencia antimicrobiana en Candida albicans

Varios estudios han demostrado que las biopeliculas de Candida presentan resistencia
intrinseca a varios agentes antifangicos como la Anfotericina B desoxicolato, al
fluconazol, a la flucitosina, al itraconazol y al ketoconazol. En la misma linea, se ha
demostrado que los azoles voriconazol y revuconazol son poco eficaces contra las
biopeliculas de Candida. En cuanto a la resistencia antifangica de las biopeliculas, los

mecanismos moleculares implicados siguen siendo poco estudiados.[3,8]

Para dilucidar el mecanismo de resistencia a los medicamentos por parte de las
biopeliculas y abordar el problema, muchos estudios se han centrado en la biopelicula
de C. albicans. El incremento en tasas de resistencia de las especies de Candida se ha
condicionado por un uso desmedido e inadecuado de antifungicos. Aunque las
biopeliculas de Candida muestran resistencia a estos farmacos, ninguno de los
mecanismos clasicos esta implicados y aun no se ha podido describir un dnico
mecanismo que explique la asociacion de la resistencia y las biopeliculas de Candida, en
cambio, se han propuesto varios mecanismos combinados para explicarla, entre los que

destacan:

a) Restriccion en la penetracion del antibiético a través de la matriz de la biopelicula: El
grado de maduracion, la actividad metabdlica y la cantidad, composicién y arquitectura
de la matriz extracelular tienen relacion directa con la sensibilidad a farmacos antifingicos
de las biopeliculas. La actividad antifungica es mayor sobre las biopeliculas de 24h que
sobre las de 48h. El que las biopeliculas sean resistentes a azoles y sensibles a
equinocandinas y anfotericina B es, en general, un hecho en el que coinciden todos los
autores. También coinciden en que la sensibilidad depende de la especie de Candida y
del aislamiento. Ademas, se ha informado que la producciéon de una matriz extracelular
por parte de la biopelicula de C. albicans, que se compone principalmente de B-1,3-
glucanos y proteinas, contribuye a la resistencia a los agentes antifingicos. Se demostro
que los B-1,3-glucanos pueden unirse a los azoles y aumentar la resistencia.[8,10]
5
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b) Existencia de sistemas de sefalizacion intercelular (quorum sensing) capaces de
generar respuestas de estrés: Se conoce que el farnesol y tirosol son moléculas de
comunicacion intracelular producidas por C. albicans. Estas estructuras aceleran y
bloquean la transicion morfolégica de levadura a hifa y actdan significativamente durante

las fases temprana, intermedia y de crecimiento del organismo.[7]

c) Sobreexpresion de genes implicados en mecanismos de resistencia: El primer
mecanismo se debe a mutaciones moleculares de la enzima diana del antifingico azélico.
El segundo mecanismo asociado con la disminucion de la sensibilidad de Candida spp.
a los azoles (que también tiene efecto sobre Anfotericina B) es la induccién de bombas
de expulsion que disminuyen la concentracion del farmaco en la célula fungica, se ha
descrito, ademas, que la sobreexpresion de las bombas de expulsion contribuye a la
resistencia de las biopeliculas de C. albicans a los agentes antifingicos.[3,4,8]

d) Generacion de microambientes hostiles a la accidén antifungica en el interior de la
biocapa: con baja tension superficial de oxigeno, capaces de inactivar los farmacos
antifiingicos.[8]

e) Presencia de una tasa de crecimiento alterada: (fase de crecimiento cero, estado

estacionario, estado latente o células persistentes).[8]

La produccion de varias enzimas extracelulares que dafian los tejidos hidroliticos, la
transicion de hifas y la formacion biopelicula resistente a los medicamentos en
aislamientos de Candida spp. hace que la complejidad en el diagnéstico y en el
tratamiento de las infecciones fangicas asociadas a dispositivos biomédicos haya
aumentado de manera exponencial en los uUltimos afios, es por esto mismo que se
necesitan estrategias innovadoras para desarrollar agentes antifingicos mas nuevos y
seguros con actividad de amplio espectro que supriman y erradiquen los factores de

virulencia involucrados en la patogenicidad de Candida spp. que amenaza la vida.[6,8]
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1.5 Impacto de Candida albicans en pacientes inmunocomprometidos

y de laresistencia antimicrobiana en los servicios de salud

Varios factores contribuyen a la alta incidencia de sepsis en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) y a los resultados por paciente asociados.[11]

El estado de inmunocompromiso inducido por el virus de la inmunodeficiencia humana
es la principal condicion que puede conducir a varias manifestaciones sistémicas y
locales, que a menudo culminan en la mortalidad. Las infecciones fungicas invasivas (IFI)
causadas por Aspergillus spp. y Candida spp., representan alrededor del 95% de los
casos de IFI. Esta ultima es la cuarta causa mas comun de infecciones nosocomiales del
torrente sanguineo (BSI) en los EE. UU. (9%) con una media de 22 dias desde el ingreso
hasta la infeccion.[12-14]

En pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) la candidiasis oral fue
una de las infecciones oportunistas mas prevalentes observadas en estos pacientes

siendo Candida el unico hongo aislado en isopos de lesiones en mucosa oral.[15,16]

El uso profilactico o prolongado de farmacos antimicoticos ha permitido que aumente la
resistencia en muchos patégenos bien conocidos, por ejemplo, muchas especies de
Candida manifiesten resistencia a azoles, polienos, equinocandinas y analogos de
pirimidina. En comparaciéon con otras clases de antifungicos, la resistencia a los
antifungicos azoélicos es mucho mas comun, presumiblemente debido a su naturaleza
fungistética.[17,18]

Recientemente ha habido un mayor reconocimiento de la importancia de las
coinfecciones fungicas con otros microbios, incluidos los patdgenos respiratorios, que a

menudo conducen a malos resultados en los pacientes.[17]

A pesar de los recientes avances en el diagnéstico y tratamiento de las infecciones
fungicas invasivas (IFl), la mortalidad debida a infecciones fungicas en la UCI se ha
7
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informado en un amplio rango de 5 a 70%, particularmente en ausencia de un diagnéstico
temprano y un inicio rapido del tratamiento antifingico, dos factores que son los
predictores mas importantes de supervivencia de estas infecciones. Cuando se observan
las investigaciones de prevalencia internacional, se puede notar que la mortalidad en
cuidados intensivos aumentd dos veces en infecciones bacterianas y aproximadamente
cuatro veces en infecciones fungicas. La candidiasis invasiva se asocia con una alta
morbilidad y mortalidad en pacientes critico, ademas, en pacientes diagnosticados de

COVID-19, la tasa de mortalidad asociada a candidemia es mayor en UCI.[13,14,19]

Infecciones asociadas a la atencion médica resistentes a multiples farmacos (MDR HAI)
parece estar fuertemente asociado con enfermedades graves e ingresos hospitalarios
prolongados, aumentando una mayor utilizacién de recursos y resultados de salud, segun
lo evaluado por el costo y/o los cargos directos del proveedor, la duracion prolongada de
la estadia y la mortalidad de los pacientes en una amplia gama de entornos de atencion
meédica. Este alto costo de la atencion médica genera riesgo de empobrecimiento a largo
plazo, morbilidad y mortalidad no tratadas. Este fendmeno conduce en Ultima instancia a
la pérdida de capital humano.[20-22]

Los informes oficiales han estimado que un aumento continuo de la resistencia para 2050
provocaria la muerte de 10 millones de personas cada afio y una reducciéon del 2% al
3.5% en el Producto Interno Bruto. Le costaria al mundo hasta 100 billones de
dolares.[22]

La RAM es un problema de salud mundial relacionado con el uso excesivo y el uso
indebido de antimicrobianos en la medicina humana dentro de la comunidad y el entorno
sanitario, asi como el uso indebido en animales. Sin embargo, un enfoque global requiere
muchos otros elementos, como mejorar las politicas de vigilancia y control de infecciones,
promover acciones sobre el medio ambiente y la necesidad de desarrollar estrategias

diagnosticas y terapéuticas novedosas.[22]
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1.6 Radiacion UV como tratamiento antimicrobiano

La luz ultravioleta (UV) es una forma de radiacidon electromagnética con mas energia que

la luz visible, pero menos energia que los rayos X. Se clasifican en tres tipos en funcién

de la longitud de onda:

« UV-A (315-400nm)

- UV-B (280-315nm)

« UV-C (100-280nm)

Su efecto germicida se descubrid hace mas de un siglo por Niels Finsen y aun es la

opcion de desinfeccidon que mas promete ante la actual problematica que enfrenta la salud
publica.[23-25]

La luz ultravioleta tiene varios efectos en funcién a su longitud de onda y el efecto

mutagénico que este provoca:

La UV-A es pobremente absorbida por las células, por lo cual su efecto mutagénico
es muy bajo, pero puede causar dafio genético adicional a través de la produccién
de especies reactivas de oxigeno, que causan la oxidacion de las bases del
material genético de la célula.

La onda UV-B causa la absorcion de sus fotones que actuan directamente en las
bases de pirimidina como timina, citosina y 5-metilcitosina, también actla, aunque
en menor medida en bases de purina, esta accién, aunque es similar a la UV-C es
de 20 a 100 veces menor en cuanto al efecto anti replicante.

La UV-C es absorbida por las bases de ARN y ADN de los microorganismos por
su baja longitud de onda, tiene su efecto sobre la modificacion genética celular a
partir de procesos oxidativos sobre la estructura de ADN de cualquier

microorganismo que este en un rango aproximado causando la fusion fotoquimica

9
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de dos pirimidinas adyacentes en dimeros unidos covalentemente, que luego se
convierten en bases que no se emparejan alterando las hélices de ADN
interfiriendo con la duplicacion, replicacion y otras funciones de las células
microbianas, logrando de esta manera la inactivacion.
El potencial biocida de la luz UV-C que probado y descrito en numerosos estudios
en las ultimas cuatro décadas, su rango de longitud de onda corta de 250 + 10
nanometros (nm), es letal para bacterias, virus, protozoos, hongos, levaduras y
algas porque las moléculas de ADN absorben la radiacion a un maximo de
260nm.[23,24,26]

La luz UV-C germicida (GUV) es altamente eficiente para evitar el crecimiento microbiano,
esta eficiencia varia segun la superficie en que se trabaje, se debe considerar diferente
longitud de onda para agua, aire y superficies, pero los rayos UV deben incidir
directamente sobre el patdgeno. No sera posible que los organismos que no reciban la

UV o estén situados debajo de la superficie del agua sean destruidos.

La dosis UV es la cantidad de energia necesaria para inactivar un microorganismo, por
la emision de luz UV-C. EIl termino dosis se utiliza para describir la capacidad total de
energia absorbida por un microorganismo, para eliminar e inhabilitar su reproduccién. Por
tanto, la dosis es el producto de intensidad de radiacién por el tiempo de exposicion, y
como tal, permite calcular la capacidad de tratamiento ultravioleta de cualquier sistema.
La dosis de inactivacion para los microorganismos difiere del medio en el que se

encuentran, por lo que sera un valor distinto si fuese en agua, superficie o aire.

En cuanto a las superficies, se debe tomar en cuenta el material con que esta elaborada

el area, segun este dato el tiempo de radiacién puede aumentar o disminuir £5 minutos.

En medios liquidos, los sistemas que se emplean para desinfeccion tienen un disefio
diferente de los utilizados para superficie o aire. La irradiacion en el agua se produce

dentro de los 15cm, por lo cual, se requiere niveles de potencia UV mas altos.

10
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La cantidad de inactivacion de patdgenos en superficies es directamente proporcional a
la dosis de radiacion UV-C, donde la dosis se define como el producto de la intensidad
(W/m?) por la duracién de la exposicién (s). La dosis de UV necesaria varia en funcién
del patégeno que se quiera desinfectar, y también depende de las condiciones
ambientales como, por ejemplo, la humedad relativa.[23,26]

La luz ultravioleta de alta intensidad como la UV-C es aplicada en centros de atencion
médica como técnica para control y prevencion de infecciones intrahospitalarias. La
eficacia de la aplicacién de luz UV-C dependeria del tiempo de exposicidbn que se
determine, donde entre 15 a 93 minutos son ideales para inactivar organismos a 254nm
hasta por aproximadamente 2 metros de su aplicacion. El rango de los rayos UV-C se
encuentra entre 200 y 280nm, estudios demuestran que se puede alcanzar una actividad
germicida optima sin rebasar los 220nm, sin poner en riesgo la salud del personal, ya que
esta longitud de onda puede penetrar microorganismos pequefios (<1um) pero no es
capaz de ingresar al citoplasma de células de mamiferos ni a las del estrato cérneo. Una
actividad de onda que rebase los 250nm puede crear eritema y melanomas, también
dafios en la retina, cataratas y tumores oculares, el personal de salud no debe
encontrarse en la sala al momento de la desinfeccion. Actualmente en el mercado existen
dispositivos controlados que interrumpen su accion cuando se detecta movimiento en el

area a desinfectar.[24]

1.7 Uso de la corriente eléctrica como método de esterilizacion

La estimulacion eléctrica (ES) o generacion de corrientes/potenciales electroquimicos de
bajo nivel ha demostrado ser eficaz para erradicar patbgenos microbianos. La tecnologia
de campo eléctrico pulsado (PEF, por sus siglas en inglés), se ha propuesto como un
meétodo potencial de esterilizacion no térmica con el que inactivar microorganismos

mediante la alteracién fisica de la membrana celular. Las tecnologias no térmicas son

11
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procesos que son capaces de inactivar microorganismos a temperaturas inferiores a las

normalmente utilizadas en el procesamiento térmico.[27—-29]

Los PEF se utilizan para una amplia gama de aplicaciones en las ciencias de la vida,
porque tienen varios efectos bioldgicos segun la duracion y la intensidad de los pulsos
eléctricos. Las primeras predicciones tedricas y los experimentos demostraron que los
pulsos eléctricos mas cortos de nanosegundos de duracion (nseP significa pulsos
eléctricos de nanosegundos; a menudo llamados "campos eléctricos pulsados de
nanosegundos" o nsPEF) tienen efectos méas profundos en el interior de la célula que los

pulsos mas largos de microsegundos y milisegundos de duracion.[30,31]

La exposicion de materiales biolégicos (suspensiones celulares, tejidos) a nsPEF de alto
voltaje provoca un fendmeno que hoy en dia se denomina electroporacion: se generan
pequefios poros (nanoporos) provocando que las membranas celulares se vuelvan mas

permeables a moléculas que de otro modo no podrian atravesarlas.[30,31]

En los dltimos 15 afios, numerosos investigadores han demostrado que la aplicacion de
estos tratamientos provoca una inestabilidad electromecanica en la membrana celular
que afecta a los organulos celulares, aumenta el calcio intracelular, las respuestas de
estrés y provoca apoptosis dandose asi la inactivacion de formas vegetativas de
bacterias, levaduras y mohos.[27,30]

La electroporacion ha sido ampliamente estudiada y utilizada como base para
aplicaciones en medicina y biotecnologia, como la electroquimioterapia, la
electrotransferencia de genes, la ablaciébn de tejidos, la extraccidbn de diversos

compuestos y la inactivacién microbiana en la conservacion de alimentos.[30]

Este método ha recibido una atencion creciente porque es ecol0gico y conveniente para
la automatizacién. Se sabe que el enfoque eléctrico controla la adhesion bacteriana
utilizando las interacciones eléctricas entre las células bacterianas y las superficies

conductoras a través de la transferencia de electrones. Entre los diversos métodos para
12
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controlar las biopeliculas, el enfoque que utiliza una corriente eléctrica puede usarse para
separar las bacterias adheridas o prevenir la adhesion bacteriana. Los estudios de los
efectos de la corriente eléctrica en la prevencién de la adhesién bacteriana estan
limitados en términos del simple efecto cualitativo de una corriente eléctrica especifica
sobre la adhesion. Entre las corrientes eléctricas examinadas para el desprendimiento
bacteriano, se informa que una corriente positiva tiene un fuerte efecto de inactivacion
contra las bacterias adheridas, pero bajo las condiciones iniciales de adherencia, el efecto
de inactivacion de las corrientes eléctricas (incluyendo las negativas y alternas)

corrientes) no ha sido reportado.[32]

La electroporacion, al funcionar independientemente de los mecanismos de crecimiento
de los patégenos, constituye una excelente alternativa contra la resistencia a los
antimicrobianos que se encuentra comunmente en muchos sistemas microbianos ya que
potencia sus efectos sobre las biopeliculas a través de un fenbmeno conocido como

efecto bioeléctrico.[28]

Aunque el tratamiento con PEF se considera una tecnologia térmica, la temperatura
puede aumentar significativamente durante los tratamientos con PEF de alta intensidad
debido a la energia térmica que se disipa en el producto debido a su resistencia al flujo
de corriente. Los resultados reportados en la literatura muestran que la inactivacion
microbiana por PEF suele potenciarse cuando se aumenta la temperatura del medio de
tratamiento, incluso en rangos de temperaturas que no son letales para los
microorganismos. Este efecto se ha atribuido a cambios en la estructura de la bicapa de
fosfolipidos de las membranas celulares, de una consistencia gelatinosa a un estado
liquido cristalino que es causado por el aumento de temperatura. El aumento de la fluidez
de la membrana reduce su estabilidad y facilita la electroporacion provocada por el PEF
en la membrana celular. Generalmente, las investigaciones sobre la influencia de la
temperatura en la inactivacion microbiana por PEF se han realizado en camaras de

tratamiento de flujo continuo. En estos casos, la temperatura de salida era variable y
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dependia de la temperatura de entrada y la energia especifica total aplicada al producto

en la camara de tratamiento.[27]
2. ANTECEDENTES

A continuacion, se presenta una serie de estudios realizados previamente, los cuales,

gracias a su relevancia dan pie a que se realice el presente proyecto.

En el estudio realizado por Li et al., 2010 se irradiaron con UVA-LED (365nm) biopeliculas
de Candida albicans, se evaluaron los efectos germicidas mediante la determinacién de
UFC. El cambio morfolégico se observdé mediante microscopia electrénica de barrido.
Después de 5 minutos de irradiacion, se elimind mas del 90% de los microorganismos
viables en las biopeliculas, y la irradiacion pulsada (1-1000Hz) tuvo una capacidad
germicida significativamente mayor que la irradiacion continua. La irradiacion pulsada
(100Hz, 60min) eliminé casi por completo los microorganismos en la biopelicula
(>99/49%), y la irradiacion de 20min dafié en gran medida ambas especies microbianas.
Curiosamente, se encontraron pocas hifas en las biopeliculas de Candida irradiadas. El
estudio demostré que la irradiaciéon UVA-LED pulsada tiene un fuerte efecto germicida
(maximo a 100Hz, durante 5 minutos de irradiacion) y provoca la desaparicion de las

formas hifales de Candida.

El estudio publicado por Shim et al., 2011 investigd el papel de las corrientes eléctricas
(negativas, positivas, alternas) para prevenir la adhesion de Pseudomonas aeruginosa y
lograr la inactivacion bacteriana. La aplicacion de una corriente negativa impidio
significativamente la adhesién bacteriana (*81% a 15.0 mA cm?). La corriente positiva no
inhibio significativamente la adhesién (520% a 15.0mA cm?), en comparacion con el caso
no polarizado. La corriente alterna tuvo un efecto similar al de la corriente negativa en la
prevencion de la adhesién bacteriana, pero también exhibi6é efectos bactericidas, por lo

gue es el método mas adecuado para el control de la adhesién bacteriana.
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En el trabajo realizado por Parry-Nweye et al., 2019 se trabajo la cepa de C. albicans SC
5314, se colocaron en solucion de NaCl 154mMN y se expusieron a corriente continua
(10.5 y 70pA/cm?) y voltaje (entre 1y 4 V durante 1h) Se tomaron alicuotas de 130uL de
la muestra a intervalos de tiempo de 20min para evaluar la viabilidad de las células
mediante conteo de UFC. Se hicieron 3 repeticiones de cada experimento. Después de
realizar los tratamientos electroquimicos, las suspensiones de C. albicans se expusieron
posteriormente a concentraciones de farmaco entre 2 y 12.5ug/mL de FLU. Durante los
tratamientos, se tomaron 100uL de la muestra de cada cubeta cada 20 minutos durante
1h para evaluar la viabilidad de las células de C. albicans diluyendo en serie, colocando
gotas en placas y luego contando las UFC el dia de la incubacion posterior. Se realizo
microscopia electrénica de barrido (SEM) para comparar los cambios morfologicos y se
realizaron imagenes de vivo/muerto para evaluar la viabilidad de C. albicans células
tratadas por las corrientes electroquimicas. Se mostré que C. albicans se puede controlar
facilmente con corrientes/potenciales eléctricos, lo que reduce la cantidad de células
planctonicas viables en un 99.7% y las células de biopelicula en un 96.0-99.99%. Se
encontré6 que el tratamiento electroquimico mejora sustancialmente la actividad
destructora de fluconazol. Si bien el fluconazol solo exhibe una baja eficacia contra la
fase estacionaria y las células de biopelicula de C. albicans, se logra la erradicacion
completa correspondiente a 7 logaritmos de destruccién cuando el farmaco antifingico

se administra posteriormente al tratamiento electroquimico.

En el trabajo de Lemons et al., 2020 expusieron dos aislamientos de C. albicans a 11
dosis de UV que oscilaban entre 10 y 150mJ/cm? y luego se cultivd para evaluar la
viabilidad celular. Se aplic6 un modelo de regresion logistica para estimar mejor las dosis
requeridas para una inactivacion del 99.999% para C. albicans se requiridé una energia
UV de (7880mJ/cm?) para inactivarla.

Ese mismo afio se llevo a cabo por Tapia-Guerrero et al., 2020 un estudio donde se probo
la esterilizacion con radiacion UV (100pJ/cm?) por 2 horas. La eficiencia de la

esterilizacion por irradiacion se realiz6 mediante una prueba de esterilidad usando 1 x
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108CFU/mL de Candida albicans. Se estudiaron las propiedades fisicoquimicas y la
viabilidad celular antes y después de la esterilizacion. EI monitoreo microbiolégico revelo

qgue el método fue suficiente para la esterilizacion.

Lee et al., 2021 trabajaron con Candida albicans (C. albicans, ATCC 10231), prepararon
bolsas de PVDF rellenas con 2mL de suspensién microbiana y se empaparon en la
camara que contenia 50mL de suspension microbiana, se trataron con una corriente
constante de 20mA cm™ durante 5s a 20min. Después del tratamiento con ES, las
suspensiones bacterianas obtenidas del interior y el exterior de las bolsas se inocularon
C para determinar la inactivacién microbiana. La tincion con hematoxilina y eosina (H&E)
y el analisis SEM se realizaron para analizar la histologia y la estructura de los tejidos.
Un valor SAL (niveles de garantia de esterilidad) de 10-6 implica que la probabilidad de
que los microorganismos sobrevivan al proceso de esterilizacion es de uno en un millén.
Para investigar la eficacia del proceso de esterilizacion en este estudio; se verificd un
valor SAL de 107°. El efecto de esterilizacion se cuantific6 contando colonias viables en
diferentes intervalos de tiempo. C. albicans dentro y fuera de las bolsas se inactivd dentro
de los 180 y 60 s de la aplicacién actual, respectivamente, C. albicans tardd 355 s en

lograr el SAL 6ptimo desde el interior de la bolsa.

Santos y de Castro., 2021 utilizaron dosis de luz UV-C a 254 nm de 0.912 J/cm? durante
20 s de aplicacion en ambas condiciones (in vitro y hospitalaria) para C. albicans.
Después del tratamiento se observé una reducciéon de aproximadamente 4 logaritmos de
crecimiento para la levadura C. albicans. En todas las superficies del hospital, el nimero

de colonias de microorganismos se redujo significativamente después del procedimiento.

La unidad de descontaminacion de sala UV-C probada por Rutala et al., 2021 logré una

reduccion general de C. albicans de 4.44 1og10 (IC 95%, 3.00 5.88) con FCS y 4.01 log10

(IC 95%, 3.20—4.82) sin FCS. Para C. albicans, aunque la UV-C directa tuvo una mayor

reduccion logl0 (5.26 con FCS y 5.07 sin FCS) en comparacion con la exposicion

indirecta (3.96 con FCS y 3.56 sin FCS), esta diferencia no fue estadisticamente diferente.
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Dentro del equipo de investigacion, Faudoa-Arzate et al., 2021 inocularon con Candida
albicans ATCC 10231 peliculas delgadas de SnO2 y realizaron el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC). Después de la exposicion a la luz ultravioleta, C. albicans
mostrd una reduccion del 36.5% en las células viables, y cuando se incluyé SnO2, la

viabilidad celular se redujo en un 60.2%.

Después del analisis de la bibliografia no se encontraron reportes que mencionen la
comparacion del comportamiento de factores de virulencia antes y después de los
tratamientos realizados, nuestro proyecto puede contribuir en este aspecto al poner de
manifiesto el compartimiento de C. albicans frente a situaciones de estrés y mas adelante
dilucidar que significan los cambios de la expresion de genes en cuanto al manejo y
aplicacion de métodos de esterilizacion que contribuyan a la disminucion de

multirresistencia presente en este y otros microorganismos que ponen en peligro la salud.

3. DEFINICION DEL PROBLEMA

El resurgimiento de cepas infecciosas con alta resistencia a los tratamientos
antimicrobianos ha reavivado el interés por generar nuevos tratamientos en contra de
tales agentes infecciosos. Distintas especies bacterianas y fungicas presentes en
superficies e instrumentos del ambiente hospitalario son capaces de adquirir resistencia
a los antibidticos por medio de la exposicion continua a estos compuestos. Ademas, al
compartir el medio ambiente llevan a cabo intercambio de plasmidos de resistencia a las

guimioterapias antimicrobianas tradicionales. [34,35]

Si bien, la generacion de nuevos antibioticos es una herramienta indispensable en la
lucha contra la amenaza que generan dichos microorganismos multirresistentes, es un
proceso largo y laborioso que requiere afios de investigacion hasta llegar al usuario final,

por requerir de la aprobacion por medio de pruebas preclinicas y clinicas. Esto hace que,
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la introduccion de nuevos antibioticos al mercado no es una opcién sencilla, por no
mencionar que en los ultimos treinta afios no se ha disefiado un nuevo tipo de antibiotico
cuyo mecanismo de accion no sea una variacion de los ya conocidos. A su vez, dichos
productos suelen tener espectros antimicrobianos estrechos, y las bacterias a las que
estan dirigidos terminan generando nuevamente resistencia, tal situacién nos obliga a
disefiar perpetuamente nuevos tratamientos. Por todo lo anterior, el disefio y la mejora
de los métodos de desinfeccion y esterilizacion de superficies, material médico y otros
instrumentos del ambiente hospitalario puede ser una herramienta de gran utilidad para
disminuir la velocidad con los que los microorganismos se adaptan a los antibiéticos y
antimicoticos, y ademas abre la posibilidad de disminuir o eliminar la presencia de estos

microorganismos, por lo que se atacaria el problema desde un angulo preventivo.[36,37]

La presente investigacion pretende comprender la influencia que tienen los métodos de
desinfeccibn basados en procesos fisicos en la expresion genética de los
microorganismos expuestos a corriente eléctrica y luz UV, ya que esta informacién podria
ser importante para maximizar la eficacia con la cual se llevan a cabo los procesos de
desinfeccién en los hospitales y clinicas que son una fuente de generacion e infeccién

por microorganismos resistentes a antimicrobianos.
4. JUSTIFICACION

El ambiente hospitalario favorece el intercambio genético entre bacterias y hongos
resistentes, generando asi multirresistencia a antimicrobianos, esto es un problema cuya
tasa de mortalidad continuara elevandose en los proximos treinta afios, siendo los
principales afectados los nifios y los pacientes inmunocomprometidos. Los fomites mas
comunes de transmision de infecciones nosocomiales son las superficies de quiréfanos,
ropa del personal, equipo y material médico. Por lo tanto, es importante enfocarse en
desarrollar estrategias preventivas y técnicas mas efectivas de desinfeccidbn que
contribuyan a evitar el contagio y la diseminacién de enfermedades de alta morbilidad y

mortalidad de origen bacteriano, fungico o viral.[34-38]
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Debido a las dificultades ya mencionadas para la generacion de nuevos antimicrobianos,
es imperativo asistir el problema desde diferentes angulos, incluido el de la prevencion
de infecciones. Las propiedades ya conocidas de la luz UV aunadas y en sinergia con la
corriente eléctrica se pueden aprovechar para su aplicacion con fines preventivos en
contra de la transmision de infecciones intrahospitalarias, si se tiene éxito en dicho
ambito, y visto desde un punto de vista epidemiolégico, habremos solucionado parte del
problema, ya que al reducir el nimero de infecciones también es posible que se genere
un impacto en el fenébmeno de la resistencia antimicrobiana, y la eliminacién por estos
medios fisicos ayudaran a eliminar las condiciones para la generacién de nuevas cepas

multirresistentes.

Conocer los mecanismos de defensa de los microorganismos ante un ambiente hostil
generado por las técnicas de desinfeccién basadas en métodos fisicos (corriente eléctrica
y luz UV-C) es importante, ya que el comprender dicho comportamiento nos ayudara a
mejorar o disefar técnicas de desinfeccidn para su aplicacion en el ambiente hospitalario,
lo cual nos ayudara a hacer frente a un problema que cada vez gana mayor relevancia a
nivel mundial, como lo es la elevada tasa de infecciones intrahospitalarias generada por

microorganismos resistentes y multirresistentes a drogas.
5. HIPOTESIS

La exposicion de la cepa de C. albicans ATCC 10231 a combinaciones de tratamientos
con corriente eléctrica (50V) y con radiacion UV-C (A 254nm por 5 minutos) en medio
acuoso tendra un efecto sobre la viabilidad, produccién de biopelicula, morfologia celular

y susceptibilidad a Anfotericina B.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general
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Analizar el comportamiento de factores de virulencia en C. albicans, por medio de la
viabilidad, produccion de biopelicula, susceptibilidad y morfologia celular al exponerla a

corriente eléctrica y UV-C.
6.2 Objetivos especificos

1. Comparar la eficacia de factores de virulencia de C. albicans antes y después de
exponerla a los tratamientos (con corriente eléctrica y UV-C en medio acuoso), por
medio de la viabilidad celular, produccion de biopelicula y susceptibilidad a
antimicético(s).

2. Caracterizar los cambios morfologicos y/o dafios estructurales de C. albicans,

después de ser expuesta a los tratamientos, mediante microscopia electrénica.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio

El presente estudio se categoriza dentro de los siguientes tipos: experimental, descriptivo
y analitico. Es un ensayo de laboratorio, comparativo, de disefio transversal con

cronologia prospectiva.
7.2 Calculo del tamafio de la muestra

Para este tipo de estudios no es posible realizar un calculo de muestra, algunos autores
[39-41] mencionan que es mas importante la cantidad de repeticiones de cada
tratamiento o intervencién para asegurar que los resultados sean consecuencia de la

intervencién y que no influya el manejo de las muestras por parte del investigador.

Debido a la naturaleza del experimento no se espera mucha variacion en los resultados

por lo que se consideran tres repeticiones como se reporta en varios articulos [28,42,43],
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sin embargo, si los valores del error estandar de la media y de la desviacion estandar son

elevados se considerara realizar 4 o0 5 repeticiones como sugiere Diaz, 2009. [44]
7.3 Definicién del grupo control

Se tomo6 como grupo control la misma cepa de trabajo (Candida albicans ATCC 10231)

la cual no se expuso a ningun tratamiento.

7.4 Definicion de variables y unidades de medida

Tabla 1 Variable independiente para estudio

. Definicion para . . . Nivel y escala Forma de medir la
Variable ) Dimensiones Indicadores Naturaleza L .
el estudio de medicién variable
254 " o
) Cuantitativa, ) Se utilizara una lampara
Luz UV nanometros . De razon .
discreta de UV calibrada a 254nm
(hm)
) o Se ajustara el voltaje
Corriente . Cuantitativa, 3 "
_ Voltaje 50V . De razon utilizando una fuente de
Intervenciones a eléctrica continua

poder
las cuales se

Tratamiento

vera sometida Se utilizara una lampara

C. albicans - de UV-C calibrada a
Luz UV + Cuantitativa, . .
. 254nm . ) 254nm al mismo tiempo
Corriente discreta De razén . ) .
oy 50V . que Se ajustara el voltaje
eléctrica continua

utilizando una fuente de

poder
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Se ajustara el voltaje
Corriente 50V Cuantitativa, utilizando una fuente de
eléctrica discreta De raz6n poder después se
luego Luz UV 254nm continua utilizara una lampara de
UV-C calibrada a 254nm
Se utilizara una lampara
o de UV-C calibrada a
Luz UV luego 254nm Cuantitativa, )
. . ; 254nm después se
Corriente discreta De razon : ’ )
e _ ajustara el voltaje
eléctrica 50V continua »
utilizando una fuente de
poder
Tabla 2 Variables dependientes para estudio
) Definicion para el ) Nivel y escala Forma de medir la
Variable ) Indicadores Naturaleza L .
estudio de medicion variable
Capacidad de C. albicans . .
. _ Diferencia en
y para producir una matriz o . .
Formacion de Cuantificacién en | Cuantitativa, ) absorbancias por
. 3 extracelular que la ayude . . De razén .
Biopelicula . microplaca continua medio del software del
a colonizar y mantenerse .
L equipo
presente en superficies
Cantidad de células . .
. L Diferencia en
sanas de C. albicans Cuantificacion o )
o | Cuantitativa, . absorbancias por
Viabilidad después de estar con MTT en . De raz6n .
. continua medio del software del
expuestas a los microplaca

tratamientos

equipo
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o _ _ Concentracion Diferencia en
Susceptibilidad Cambios en la turbidez . - _
L 5 Minima Cuantitativa, ) absorbancias por
a antimicoticos antes y después de L . De razon .
. . Inhibitoria (CMI) continua medio del software del
tratamientos en Candida _ _
en microplaca equipo
Cambios apreciables en Presencia o ) Observacién directa
Dafio en ) o Nominal: .
i la pared celular de C. ausencia de Cualitativa, . por medio de
morfologia ) . L Presenta dafio ) i
albicans como efecto de dafio en pared dicotomica . microscopia
celular ) No presenta dafio .
los tratamientos celular electrénica

7.5 Técnicas y procedimientos

7.5.1 Tratamientos con radiacion UV-C y corriente eléctrica

El cultivo original de C. albicans (ATCC 10231) fue proporcionado por el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UACH. La cepa se cultivo
durante 24 horas a 37°C en medio agar dextrosa Sabouraud antes de ser entregada. La

cepa original se mantuvo refrigerada a 4°C para su conservacion.

Para estudiar los efectos de la luz ultravioleta y la corriente eléctrica sobre Candida
albicans, se incub6 una cepa ATCC 10231 en agar dextrosa Sabouraud (MCDLAB)
durante 24 horas a 37 °C. A continuacion, se inocularon 70 mL de caldo de dextrosa
Sabouraud (BD Bioxon) hasta alcanzar una turbidez de 0,08-0,1 Absorbancia a 530nm,

equivalente a 1,5x10"8 UFC/mL (solucion de trabajo), se establecié un control, se
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separaron 3 alicuotas (2mL), en cajas Petri de vidrio, para cada uno de los cinco
tratamientos (15 alicuotas en total mas el control) y bajo condiciones estériles se aplicaron

los siguientes tratamientos:

Corriente Eléctrica (50V): Con tubos de grafito esterilizados, aplicando la corriente
eléctrica de 50 voltios utilizando una fuente de poder (PowerEase® 90W), durante 5

minutos.

Radiacion UV-C (254nm): Las cajas Petri abiertas se expusieron a luz UV-C en una

camara de desinfeccion EsteriUV (American Medical Systems), durante 5 minutos.

Corriente Eléctrica (50V) + Radiacion UV-C (254nm): Los dos tratamientos anteriores se

combinaron simultdneamente durante 5 minutos.

Corriente Eléctrica (50V) seguida de Radiacion UV-C (254nm): Primero se aplicé

corriente eléctrica y luego radiacién UV-C, cada uno durante 5 minutos.

Radiacion UV-C (254nm) seguida de Corriente Eléctrica (50V): Se invirtid el orden del
tratamiento anterior, aplicando primero UV-C y luego corriente eléctrica, cada uno durante

5 minutos.

Conteo directo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC): En este punto se
tomaron muestras de 10 ml de cada uno de los tratamientos y se colocaron en
hemocitometros (Marien-Field Neubauer chamber, Visiondren, Lauda-Kodnigshofen,
Germany) para realizar el conteo de UFC/ml en un microscopio 6ptico utilizando el
objetivo 40X. Esto se realizé con el propdsito de analizar el impacto de los diferentes

tratamientos en el nimero de levaduras presentes en los medios de cultivo.

Andlisis del impacto de los tratamientos en los factores de virulencia de C.
albicans: Posterior a la aplicacion de los tratamientos se tomd 1mL de cada alicuota para

inocular 15 mL de caldo Sabouraud, se incubo durante 24 horas a 37°C, se prepararon
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las soluciones de trabajo [1,5x10"8 UFC/mL] por cada alicuota y se aplicaron los
tratamientos cada 24 horas durante 10 dias consecutivos. NOTA: a cada grupo de células
tratadas se les denomind con la palabra “generacion” seguida del numero

correspondiente a la cantidad de tratamientos aplicados.

En las células control y la generacion 1 los mililitros restantes de cada alicuota se
mezclaron por tratamiento y se aplico la técnica (7.5.5) de preparacion de muestra para
SEM.

Para las células control y generacion 1, 5 y 10 se prepararon soluciones de trabajo

[1,5x10"8 UFC/mL] y se realizaron las técnicas descritas a continuacion.

7.5.2 Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en microplaca

El experimento se llevo a cabo siguiendo la técnica descrita por (Rodriguez-Tudela et al.
2003) que comienza utilizando 200 pL de un stock de anfotericina B refrigerada (GIBCO)
a 4°C, colocados en el pocillo A1 de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Los
pocillos A2 a A10 se llenaron con 100 puL de dimetilsulféxido, DMSO (MEYER) y se
realizaron diluciones seriadas de los pocillos A1 a A10. Se descartaron los ultimos 100
ML del pocillo A10. A continuacion, se llenaron 10 tubos con 9,9 mL de caldo Sabouraud
y se transfirieron 100 pyL de cada pocillo a estos tubos, lo que dio como resultado una
concentracion de DMSO del 1%. Cada columna de la placa de microtitulacién se llen6
con 100 pL de cada tubo en orden descendente de concentracion. Las columnas 11y 12
se llenaron con 100 uL de medio. Cada pocillo se inoculé con 100 yL de una suspension

de levadura, incluidos los pocillos de control de crecimiento (columna 11) que contenian
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100 pL de medio estéril libre de farmacos. La columna 12 sirvi6 como control de

esterilidad, llena con 100 yL de agua destilada estéril. [45]

7.5.3 Analisis de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT en

microplaca

Se incubo un cultivo de Candida en caldo a 37°C durante 24 horas y se ajusto a la escala
de McFarland 0,5. Esta solucion (100 uL) se inocul6é en una microplaca estéril y se incubd
durante 2 horas a 37 °C. A continuacion, se sustituy6 el medio de cultivo por 100 pL de
medio nuevo no inoculado o PBS 1X. Cada solucion recibié 10 uL de solucién de bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio MTT (invitrogen) [12 mM] y se incubo
durante 2 horas a 37 °C. Después de la incubacion, se anadieron 50 uL de DMSO a cada
pocillo para solubilizar el formazano producido por la reaccion MTT. Después de una
incubacion de 10 minutos a 37 °C y una agitaciéon minuciosa, se midié la absorbancia a
540 nm. [46]

7.5.4 Cuantificacion de Biopelicula en microplaca

La cepa se incubd durante 24 horas a 37°C en caldo, ajustada al nefelémetro McFarland
0,5, y se afnadieron 100uL de esta solucion a una microplaca estéril. Después de una
incubacion de 2 horas a 37 °C, la placa se lavé con PBS 1X y se llen6é con 100 pL de
medio nuevo no inoculado. Después de una incubacién de 24 horas a 37 °C, se retir0 el
medio, se lavo la placa dos veces con PBS 1X y se agregaron 100 uL de Cristal Violeta
(HYCEL) (1% en agua). Después de una incubacion de 20 minutos a 37 °C, se retiro el
cristal violeta, se agregaron 150 uL de etanol al 95% y 100 uL de cada pocillo se
transfirieron a una nueva placa para la medicién de absorbancia a una longitud de onda
de 570 nm. La técnica utilizada fue una modificacion de la descrita por Fritsch et al. 2021
y Sadanandan et al. 2022.[47,48]

7.5.5 Preparaciéon de muestra para microscopia electrénica de barrido
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La preparacion de las muestras se realizo con la técnica descrita por (Carlos et al. 2017)
con algunas modificaciones. Se centrifugaron y decantaron para formar un botén celular,
se trataron con glutaraldehido al 2,5% (JT BAKER) durante una hora y luego se
enjuagaron con PBS 1X. Las muestras se sometieron a deshidratacion en
concentraciones crecientes de etanol (70%, 85%, 95% y alcohol absoluto), seguido de
centrifugacion. A continuacion, se secaron durante 24 horas en una camara de vacio
(JEOL EMDSC-U10A) y se colocaron en porta muestras adhesivos. Las muestras se
analizaron utilizando un microscopio electrénico JEOL JSM-7401f en el Centro de
Investigacion en Materiales Avanzados en Chihuahua, con imagenes capturadas a tres
aumentos diferentes (3,000X, 5,000X, 10,000X) para su comparacion.[49]

7.6 Disefio y plan de anédlisis de datos

El andlisis estadistico que se aplicd a los datos obtenidos fue un ANOVA de Medidas
Repetidas que se realizé en el programa jamovi 2.5.4.[50,51] Diferencias de p<0.05

fueron consideradas estadisticamente significativas.

8. RESULTADOS

8.1 Ensayos de inhibicion
8.1.1 Tratamientos con luz UV y corriente eléctrica

8.1.1.1 Cambios en la morfologia de las células levaduriformes

Los tratamientos con luz UV-C y corriente eléctrica arrojaron resultados con respecto a
la viabilidad de las levaduras, asi como de cambios morfolégicos que fueron evidentes
desde el analisis por microscopia Optica. Como puede observarse en la figura 1, los
cambios mas evidentes consisten en la formacion de pseudohifas, tamafio de las

levaduras, forma de las levaduras, presencia de vacuolas y aglomeracion.

El tratamiento de 50V en medio acuoso dio como resultado que las células levaduriformes

presento principalmente disminuciones de tamafio y formacion de vacuolas, sin embargo,
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también se nota aglomeracion de las células; los tratamientos con luz UV-C son
numerosos los grupos de células aglomeradas y células de un tamafio muy por debajo
de lo normal. Las combinaciones de luz UV-C y electricidad, en especial cuando se
administran al mismo tiempo se observan células agigantadas, aglomeraciones
numerosas y una gran cantidad de restos celulares. La presencia de pseudohifas es mas
numerosa en las muestras expuestas a corriente eléctrica sola, o previa a la exposicion
aluz UV-C.
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TRATAMIENTO CAMBIOS MORFOLOGICOS IMAGEN REPRESENTATIVA
SI|NO| POCOS OBSERVACIONES
Pseudohifas X Conforme avanzan las generaciones
Aglomeraciones X Conforme avanzan las generaciones
CONTROL Camblos de Tamafio X
Vacuolizaciones X
Restos celulares X
Deformaciones celulares X
SI|NO | POCOS OBSERVACIONES
Pseudohifes X Con terminacion fusiforme
Aglomeraciones X
ELECTRICIDAD Camblos de Tamafl X Mds pequeias
Vacuolizaciones X
Restos celulares X
Deformaciones celulares X Ovaladas
SI|NO| POCOS OBSERVACIONES
Pseudohifes X Y cortas
Aglomeraciones X
ELECTRICIDAD/UV Camblos de Tamafo X Mds pequeias
Vacuolizaciones X
Restos celulares X
Deformaciones celulares X
Pseudohifas X
Aglomeraciones X
UV/ELECTRICIDAD Camblos de Tamaii X Mas grandes y mas pequeiias
Vacuolizaciones X
Restos celulares X
Defor i lulares X Ovaladas
SI|NO | POCOS OBSERVACIONES
Pseudohifas X
Aglomeraciones X
uv Camblos de Tamaiio X Mds grandes y mds pequeias
Vacuolizaciones X
Restos celulares X
Deformaciones celulares X Ovaladas
S1|NO | POCOS OBSERVACIONES
Pseudohifas X Y cortas
Aglomeraciones X =~ Fo "q 7 =
ELECTRICIDAD+UV Cambios de Tamafio X Mas grandes y mas pequeilas A " o of
= )
Restos celulares X = b
Deformaciones celulares X Ovaladas

Figura 1: Cambios de morfologia y tamafio de C. albicans expuestas a los diferentes
tratamientos en una solucién acuosa. Las imagenes se obtuvieron utilizando un
microscopio optico (OPTIKA) a 40X.
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8.1.1.2 Conteo de UFC/ml en células levaduriformes expuestas a los

tratamientos de UV-C y corriente eléctrica

Los conteos de células en caAmara de Neubauer, los cuales se realizaron inmediatamente
después de los tratamientos con corriente eléctrica y luz UV-C nos muestran que el

namero de células se ve dramaticamente disminuido (Figura @ 2).
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Figura 2: Efecto de los tratamientos de UV-C y electricidad en el niumero de células
levaduriformes de C. albicans en medio de cultivo Dextrosa-Sabouraud. (**p <0.001).

En el caso de los tratamientos de 5 minutos con luz UV-C se alcanz6 una disminucion del
92% de los UFC/ml en comparacion con el control sin exposicidon; el exponer a las
levaduras a 50V durante 5 minutos logré que la disminucion fuera del 98%; finalmente, el
tratamiento mas efectivo resultd ser la combinacion de ambos tratamientos, UV-C y 50V
durante 5 minutos, logrando una disminucion de UFC/ml del 96% (Figura 2).

8.2Ensayos de formacion de biopeliculas y sensibilidad a

antimicoticos

Si bien la exposicién directa de todos los tratamientos redujo el niumero de células

presentes, al permitirles reproducirse en condiciones Optimas durante un periodo de 24
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horas, vuelven a alcanzar los numeros de UFC observados en la muestra control sin
tratamiento. En el caso de la medicion de biopeliculas, posterior a los tratamientos con
luz UV-C y corriente eléctrica, solos o0 combinados, no se pudieron observar cambios que
tuvieran significancia estadistica al compararlos con el control. En el caso de la
sensibilidad a antimicéticos, si aumenta en la primera generacion, sin embargo, este

efecto desaparece en las siguientes resiembras (Tabla 3).

Tabla 3 Comparacién de viabilidad entre las diferentes generaciones expuestas a los
tratamientos de UV-C y corriente eléctrica.[50]

VIABILIDAD CELULAR ~ PRODUCCION DE BIOPELICULA
SUSCEPTIBILIDAD

GENERACION TRATAMIENTO (Absorbancia, (Absorbancia, longitud de
longitud de onda) onda) (ug/mt)
1 Control 0.27+0.0725 0.0698+0.00474 0.93810.469
Electricidad 0.28+0.114 0.0681+0.0131 0.97210.329
Luz UV-C 0.371£0.115 0.0652+0.018 0.833£0.313
Electricidad/UV-C 0.404+0.12 0.0654+0.0197 0.625%0
UV/Electricidad 0.377+0.068 0.067+0.0172 0.625+0
Electricidad+UV-C 0.32+0.0684 0.0842+0.0338 0.69410.208
5 Control 0.429+0.136 0.0594+0.00235 0.625+0
Electricidad 0.398+0.0768 0.0614+0.0169 0.833£0.313
Luz UV-C 0.493£0.0581 0.0834+0.0445 0.66+0.244
Electricidad/UV-C 0.50310.0978 0.0676+0.0315 0.59+0.104
UV/Electricidad 0.483+0.072 0.0649+0.0303 0.57310.156
Electricidad+UV-C 0.44710.0422 0.0543+0.0136 0.573+0.156
10 Control 0.506+0.0551 0.0636+0.00773 0.62510
Electricidad 0.47240.0492 0.0583+0.0145 0.62510
Luz UV-C 0.514+0.0687 0.0516+0.00445 0.59+0.104
Electricidad/UV-C 0.527+0.0789 0.0534+0.009 0.625%0
UV-C/Electricidad 0.496+0.0757 0.0533+0.0102 0.52140.156
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‘ Electricidad+UV-C 0.422+0.087 0.0596+0.0164 0.694+0.208

Viabilidad celular, produccion de biopelicula y susceptibilidad en diferentes generaciones y
tratamientos utilizando luz UV-C y electricidad. Los valores representan la media + desviacién
estandar para las medidas de absorbancia en viabilidad celular y produccién de biopelicula, asi

como la concentracion minima inhibitoria en microgramos por mililitro para la susceptibilidad.

La electricidad, por si sola parece aumentar ligeramente la resistencia a Anfotericina B,
sin embargo, su combinacion con UV-C lograron aumentar la sensibilidad al antimicético
por parte de la cepa estudiada. A largo plazo, la exposicion a ambos tratamientos

aumenta ligeramente la tasa de crecimiento del microorganismo (Tabla 4).

Tabla 4 Resultados generales de los tratamientos de UV-C vy electricidad, promediando
todas las muestras analizadas independientemente del nimero de generacion.[50]

VIABILIDAD CELULAR ) )
PRODUCCION DE BIOPELICULA ~ SUSCEPTIBILIDAD

TRATAMIENTO (Absorbancia, longitud
(Absorbancia, longitud de onda) (ug/mL)
de onda)
Control 0.4017i0.0879* 0.0643+0.0049 0.7293+0.1563
Electricidad 0.38310.0806 0.0626%0.0148 0.81+0.214%
Luz UV-C 0.459310.08066 0.0667+0.0223 0.6943+0.2203
Electricidad/UV-C 0.47810.0989* ox 0.0621+0.0201 O.613310.0347§

UV/Electricidad 6 0.0617+0.0192

0.452+0.0719 0.57310.104§

Electricidad+UV-C 0.3963+0.0659% 0.066+0.0213 0.6537+0.1907

Valores promediados de los efectos de los tratamientos combinados de corriente eléctrica y
radiacion UV-C en Candida albicans ATCC 10231. Los datos reflejan la media de tres repeticiones
realizadas en tres ocasiones distintas, mostrando la viabilidad celular, la susceptibilidad a
Anfotericina-B, la produccién de biopelicula y la morfologia. Los simbolos (* 6, #) indican

diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
32



+CIENCIAS BIOMEDICAS

Al comparar la evolucion de la cepa conforme avanza el nimero de resiembras, es decir,
conforme aumenta el nUmero de generaciones, se refleja una disminucioén en la viabilidad
de las levaduras, la cual es debida al envejecimiento de la cepa. Asi mismo, la produccién
de biopelicula disminuye y la susceptibilidad a antimicéticos aumenta ligeramente (Tabla
5).

Tabla 5 Resultados Agrupados por Generaciones: Impacto de Tratamientos Combinados
de Corriente Eléctrica y Radiacion UV-C en la Viabilidad Celular de Candida albicans
ATCC 10231.[50]

VIABILIDAD CELULAR
, PRODUCCION DE BIOPELICULA  SUSCEPTIBILIDAD
GENERACION , ,
(Absorbancia, longitud  (Apsorbancia, longitud de onda) (ug/mL)
de onda)
1 * § H
0.337 £ 0.093 0.07 £0.0178 0.7812 £0.2198
5| 0.4588+0.0805" 0.0652 +0.0232 0.6423 +0.1622"
10 * 8§ H
0.4895 + 0.0691 0.0566 + 0.0104 0.6133 £0.078

Efectos promedios de los tratamientos combinados de corriente eléctrica y radiacion UV-C en
Candida albicans ATCC 10231, agrupados por generaciones. Los datos reflejan la media de tres
repeticiones realizadas en tres experimentos distintos, evaluando la viabilidad celular, la
susceptibilidad a Anfotericina-B, la produccién de biopelicula y la morfologia. Los simbolos (*, 6,

) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
8.3 Morfologia

Las imagenes derivadas de los equipos SEM ilustran las diversas transformaciones
morfolégicas experimentadas por las células de Candida albicans después de los
tratamientos. La Fig. 1A representa la muestra control de C. albicans, que no fue sometida

a ningun tratamiento, presentando por lo tanto una morfologia normal. En la Fig. 1B se
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muestran celdas que fueron sometidas a una corriente eléctrica (50V), revelando ligeras
alteraciones morfolégicas; Algunas celdas tienen colapso de la pared. La Fig. 1C muestra
células de levadura expuestas a UV-C, mostrando formas irregulares de la levadura y
colapso celular. Las células que se muestran en la Fig. 1D se trataron con corriente
eléctrica (50V) seguida inmediatamente de UV-C, se observaron paredes celulares rotas,
restos celulares y pseudohifas. En el caso de la Fig. 1E, donde las células se trataron
primero con UV-C seguido de corriente eléctrica (50 V), el dafio a la pared celular, los
restos celulares y las pseudohifas es menor. La Fig. 1F exhibe caracteristicas similares
alas Fig. 1B y 1C, pero también incluye paredes celulares rotas y desechos celulares en

la muestra.

Figura 3 Cambios morfologicos observados en C. albicans después de la aplicacién de los
tratamientos.

A) Morfologia de C. albicans, muestra testigo. B) Muestra de C. albicans expuesta a 5 minutos
de corriente de 50V. C) Muestras irradiadas con UV-C durante 5 minutos. D) Muestras de C.
albicans expuestas a 5 minutos de corriente de 50V seguidas de irradiacién con UV-C durante 5
minutos. E) Muestras irradiadas con UV-C durante 5 minutos y luego expuestas a 5 minutos

de corriente de 50V F) C. albicans expuestos a 5 minutos de UV-C y 50V de corriente eléctrica.
34



+CIENCIAS BIOMEDICAS

9. DISCUSION

Hasta donde sabemos, es el primer estudio que analiza los efectos del uso de
corriente eléctrica y UV-C combinados y su aplicacion en secuencia. Encontramos
gue es una estrategia que influye directamente en la morfologia de Candida albicans
sin causar cambios significativos en su viabilidad, produccion de biopeliculas y

resistencia a la anfotericina B.

Al exponer las células de Candida albicans a tratamientos de electricidad y UV-C
pudimos notar que un andlisis en una cAmara de Neubauer en el microscopio 6ptico
mostraba un namero de células muy inferior a las que se podian observar en el control
sin tratamiento, llegando a contar UFC por debajo del 92% en el caso de la corriente
eléctrica, 96% en el caso de la luz UV, y también fue posible observar un sinergismo
entre los dos tratamientos, logrando un nimero de UFC 98% menor. Considerando
que el voltaje utilizado fue bajo (50 V) y el tiempo de exposicion muy corto la inhibicién
fue mayor a la esperada, mientras que en el caso de la luz UV ya se han reportado
inhibiciones del 100% en periodos menores a 30 minutos [55], sin embargo, para que
esta condicion se cumpla, la humedad presente debe de ser muy baja, ya que el
mismo medio de cultivo liquido puede proteger a las células de la radiacion UV-C
debido a la alta turbidez de la muestra [56]. Por otro lado, el sinergismo de ambos
tratamientos era un resultado esperado, ya que al combinar los mecanismos de
inhibicion de la luz UV (estrés oxidativo, generacion de ozono, degradacion de
biomoléculas) con el de la corriente eléctrica (hipertermia, electroporacion) [57]
genero restos celulares muy visibles incluso por medio de la microscopia Optica
(Figura 1).

Aun al permitir que las células se reprodujeran en un ambiente favorable, con los
nutrientes ideales y la temperatura adecuada, se esperaria que el numero de las UFC
presentes en el control fuera mayor al de los tratamientos, ya que el numero inicial

de células era mucho menor en las muestras expuestas a UV-C y corriente eléctrica,
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como se explicé en el parrafo anterior, sin embargo esto no fue asi, el nUmero de
células siempre fue mayor, sin importar el tipo de tratamiento o el orden en que se
presentaron al de las células no expuestas. Esto podria deberse a que las células al
ser expuestas a un ambiente hostil hayan acelerado su ciclo de vida, sin embargo,
esto solamente podra comprobarse en futuros estudios en los cuales se analice la

expresion de los genes involucrados en dicho proceso.

Siguiendo con la logica expuesta en el parrafo anterior, la formacion de biopeliculas
también puede deberse a un estimulo hostil presente en el medio ambiente [58], sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que la formacion de biopelicula no se
vio afectado de manera significativa y no es hasta la décima generacion en que se
puede notar una disminucién en su produccion bajo el efecto de la luz UV-C. De
manera que para entender este proceso seria necesario analizar la expresion de
genes relacionados a la formacién de biopeliculas, ya que esta falta de respuesta,
opuesta al aumento de viabilidad, podria deberse a la inhibicién especifica de dichos

genes.

La sensibilidad a los compuestos antimicrobianos puede aumentar al exponer a los
microorganismos a tratamientos de corriente eléctrica [59], por lo que el resultado
obtenido en la primera regeneracién podia anticiparse; dos de los tratamientos que
involucraron corriente eléctrica mostraron que estadisticamente hablando existe un
aumento de sensibilidad en comparacién con el control sin tratamiento. Los reportes
que hablan de un aumento en la sensibilidad manejan voltajes muy elevados o
tiempos de exposicion prolongados, por lo que podria ser el motivo por el cual en
este estudio no se vieron diferencias en los tratamientos que solamente involucra
exposicidn a corriente eléctrica. No existen reportes concluyentes que hablen de un
aumento en la sensibilidad provocado por la luz UV, por lo que no sorprende que no
haya generado un cambio, sin embargo, en la primera generacion, los Unicos
tratamientos relevantes involucran a ambos tratamientos de manera secuencial, a

pesar de que la combinacion de electricidad y UV tampoco generaron un cambio
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perceptible. En este caso se recomienda aumentar el tiempo de exposicion de

corriente eléctrica para buscar un aumento de sensibilidad a los antimicaoticos.

En cuanto a los resultados de viabilidad, produccién de biofilm y resistencia
antifingica observados tras la aplicacién de los tratamientos separados, no se
encontraron diferencias significativas en nuestro estudio. No podemos hacer una
comparacion directa de nuestros resultados con otros estudios como los de Li et al.
2010, Shim et al. 2011, Parry-Nweye et al. 2019, Tapia-Guerrero et al. 2020, Lee et
al. 2021, o Santos y de Castro en 2020 porque todos estos estudios aplican
tratamientos de corriente eléctrica o de radiacion UV con el objetivo de una
esterilizacion completa, midiendo la eficacia posteriormente [28,29]. Nuestra
metodologia utiliza siempre tratamientos subletales para analizar la respuesta de las

células supervivientes.

Con respecto a los resultados obtenidos por medio de la microscopia SEM, podemos
observar que los cambios en la morfologia y el dafio estructural observados tras la
aplicacion del tratamiento de corriente eléctrica por separado son similares a los
identificados por Parry-Nweye [28], aunque los voltajes en este estudio son menores
y los tiempos son mas largos que los utilizados en nuestro trabajo. Un caso similar
ocurrid con los resultados de Li y colaboradores en 2010 sobre el dafio celular
causado después de la aplicacion de UV-LED. Si bien, hay reportes de que la luz UV
tiende a deshidratar a las células levaduriformes [57], hay pocos reportes con
respecto a los efectos de la corriente eléctrica en la morfologia de C. albicans; los
resultados obtenidos muestran una tendencia a generar un exudado extracelular, y
también se ve un numero mayor de pseudohifas, lo cual seria consistente con la
funcién de dicha estructura, ya que ademas de estar relacionada con la formacion de
biopeliculas, también se pueden observar en situaciones en las cuales las células se
ven expuestas a situaciones adversas [60]. Desde las primeras etapas del estudio,
en las que se analizaron las muestras por microscopia Optica de campo claro, se

observd gue las muestras expuestas a ambos tratamientos al mismo tiempo tienden
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a generar una gran cantidad de restos celulares, lo cual se confirm6 por medio de la
microscopia electronica, la sinergia obtenida al mezclar ambos tratamientos es tan
agresiva que destruye a las levaduras sin darles tiempo a degradarse
paulatinamente, por lo que son visibles estructuras que podrian ser restos de la
paredes celulares.

Las expectativas para futuros estudios se centran en dar continuidad a la explicacion
de los mecanismos de respuesta celular por medio de la medicién de la expresion
génica que involucra a los factores de virulencia relacionados a la generacion de
biopeliculas y de resistencia a antimicrobianos; sin embargo, también podria ser
esclarecedor estudiar los genes relacionados a la regulacion del ciclo celular.
También se recomienda prolongar la exposicion de las células a corriente eléctrica
para poder medir cambios en la sensibilidad a antimicoéticos, asi como aumentar la

variedad de compuestos a probar.

10. CONCLUSIONES

Desde nuestra perspectiva, nuestro estudio proporciona evidencia convincente de
que la aplicacion de corriente eléctrica y luz UV-C puede inducir cambios
morfolégicos en Candida albicans. Curiosamente, estas alteraciones no afectan
significativamente la viabilidad del organismo, la capacidad de formar biopeliculas o
la resistencia a los agentes antifungicos. Esto sugiere que, si bien el tratamiento
puede modificar las caracteristicas fisicas de la levadura, no afecta negativamente
Su supervivencia o sus capacidades defensivas en el corto plazo. Si bien, se lograron
porcentajes de inhibicidn importantes, es importante tener en consideracion que
siempre existe la posibilidad de que un nimero de células pueden sobrevivir a los
tratamientos, por lo que es importante analizar las respuestas de adaptacion del
microorganismo, por lo que se considera positivo el hecho de que no se hayan
detectado cambios abruptos que pudieran sugerir que Candida albicans se esté

adaptando a los tratamientos utilizados. Este hallazgo podria tener implicaciones
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importantes para futuras investigaciones y estrategias de tratamiento dirigidas a

Candida albicans.

11. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Este trabajo se deriva de un proyecto general con el titulo “PELICULAS DELGADAS
SEMICONDUCTORAS Y FOTOCATALITICAS COMO RECUBRIMIENTO
DESINFECTANTE DE AMPLIO ESPECTRO ACTIVADO POR CORRIENTE
ELECTRICA Y POR RADIACION UV” registrado ante secretaria de investigacion y
posgrado de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la Universidad Autbnoma
de Chihuahua con el nimero interno CI-062-19.

El presente protocolo fue aprobado por el Comité de Investigacion de la Facultad de

Medicina y Ciencias Biomédicas con numero de registro Cl-044-22

El manejo adecuado de las cepas resistentes con las que se trabajaron se apega a lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sobre la
protecciobn ambiental-salud ambiental-residuos peligrosos bioldgico-infecciosos-

clasificacion y especificaciones de manejo.
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12. ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

12.1  Programa de trabajo

La Tabla 6 presentada a continuacion muestra el plan de trabajo y el semestre durante el

cual esta programado la realizacion de cada actividad.

Tabla 6 Cronograma

1ER SEM 2DO SEM 3ER SEM 4TO SEM

ACTIVIDAD AGO- DIC 2022 ENE- JUN 2023 AGO- DIC 2023 ENE- JUN 2024

PROPUESTA DE ANTEPROYECTO

ANALISIS DE LA LITERATURA ACTUAL

ENSAYOS DE VIABILIDAD DE CELULAS
C. albicans CONTRA CORRIENTE
ELECTRICA Y LUZ UV-C

PRUEBAS DE PRODUCCION DE
BIOPELICULA Y SUSCEPTIBILIDAD A
ANTIMICOTICOS

ANALISIS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE LOS CAMBIOS
MORFOLOGICOS

ANALISIS DE RESULTADOS

REDACCION DE TESIS

12.2 Recursos humanos

Este proyecto fue realizado por Q.B.P. Venecia Jazmin Ruelas Casas, bajo la direccion
del Doctor en Ciencias Carlos Arzate Quintana, en colaboracién con el siguiente comité:

Directora Externa: D.C. Claudia Adriana Ramirez Valdespino (CIMAV)

Asesora: D.C. Alva Rocio Castillo Gonzalez
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Asesora: D.C. Susana Aidée Gonzalez Chéavez

Asesora Externa: D.C. Diana Caballero Hernandez (UANL)

12.3 Recursos materiales

Agar y caldo Sabouraud

Agua destilada

MTT

DMSO

PBS 1X

Cristal violeta 1%

Etanol (70%, 80%, 85%, 95%,
absoluto)

Glutaraldehido 2.5%

Tubos de Grafito #2

Cajas Petri de vidrio

Cajas Petri de plastico

Tubos de vidrio de cultivo con tapa
Tubos de vidrio de cultivo sin tapa
Placas de 96 pozos

Micropipetas 10uL,
1000puL

Puntillas 10uL, 100uL, 1000uL

100pL,

12.4 Fuente de financiamiento

Tubos eppendorf 1.5mL

Parafilm

Papel filtro

Incubadora (FE-132; FELISA)
Lector de microplacas (BIO-RAD
iMark)

Campana de bioseguridad nivel 2
(Purifier Biological Safety Cabinet;
LABCONCO Logic)

Centrifuga (accuSpin Micro 17;
Fisher Scientific)

Microscopio 6ptico (OPTIKA)

Equipo de desinfeccion UV
(EsteriUV modelo CO1013)
Espectrofotdmetro (JUNIOR

Model 35; PERKIN ELMER)
Fuente de poder
90W)

(PowerEase

Interna en especie, Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la UACH

12,5 Lugar en donde se realizara la investigacion
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Lugar: Laboratorio de Biomateriales y laboratorio de Bioingenieria de la Facultad de
Medicina y Ciencias Biomédicas de la UACH
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