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 INTRODUCCIÓN 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa (o Pseudomonas pyocyanea) es una bacteria Gram-
negativa, aerobica, con motilidad unipolar.(1) Es un patógeno oportunista para los 
humanosasi como tanbien para las plantas.(2)  

La P. aeruginosa secreta una variedad de pigmentos, como la piocianina (azul 
verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente), y piorubina (rojo pardo). 
King, Ward, & Raney desarrollaron Pseudomonas Agar P (aka King A media) para 
mejorar la producción de piocianina y piorubina y Pseudomonas Agar F (aka King 
B media) para la fluoresceina.(5)  

La P. aeruginosa es frecuentemente y preliminarmente identificada por su 
apariencia perlada y olor suigeneris in vitro. La identificación definitiva clínica de P. 
aeruginosa frecuentemente incluye identificar la producción de ambas piocianina y 
fluoresceína como su habilidad de crecer a 42 °C. La P. aeruginosa es capaz de 
crecer en combustible diesel y kerosene, donde se conoce su utilización de un 
hidrocarbono, causando estragos de corrosión microbiana; y creando una gelatina 
oscura que a veces inapropiadamente se le llama "alga". 

El término Pseudomona significa 'falsa unidad', procede del griego pseudo, que 
significa 'falso', y monas, que significa unidad simple. El nombre fue usado 
inicialmente en la historia de la microbiología como sinónimo de gérmenes. 
Aeruginosa es el nombre latino para el cardenillo u 'óxido de cobre'. Esto describe 
el pigmento azul verdoso bacteriano, visto en los cultivos de laboratorio " de P. 
aeruginosa ". La biosíntesis de piocianina es regulada por mecanismos 
homeostáticos, como en un biofilme asociada a la colonización de P. aeruginosa 
en los pulmones de los pacientes con fibrosis quística 

Este patógeno oportunista de individuos immunocomprometidos, P. aeruginosa 
infecta el tracto pulmonar, el urinario, tejidos, heridas, y también causa otras 
infecciones sistemicas. (4) Pseudomonas puede causar neumonías a grupos (5), 
necesitando a veces ayuda mecánica para superar dichas neumonías, siendo uno 
de los más comunes agentes aislados en muchos estudios(6). La piocianina es un 
factor de virulencia y se ha conocido que puede hasta limitar la duplicación de 
otros microorganismos como es el caso de la bacteria C. elegans por estrés 
oxidativo. Sin embargo, la investigación indica que el ácido salicílico puede inhibir 
la producción de piocianina (7). Uno en diez hospitales se infectan con 
Pseudomonas. la fibrosis cística está también predispuesta a la infección con P. 
aeruginosa. Este agente es el causante de dermatitis, causada por disminución del 
control de la calidad del agua corriente y es el más común agente causante de 
altas fiebres en infecciones es P. aeruginosa. 

 

 



En vegetales la  P. aeruginosa induce signos de "pudrición de raíces" en la  
Arabidopsis thaliana (Thale cress) y Letuca sativa (lechuga)(8,9,10,11,12),la  
asociación  de  los  factores de   virulencia  son  los  mismos  para  vegetales  que  
para  animales(8),(15). 

 

 Figura 1 Microscopia de escaneo  rastrer psedudomona tomada de Iglewski BH  Pseudomonas. In: 
Baron's Medical Microbiology 

Walker et al han demostrado en 2001 que en la colonización radicular, P. 
aeruginosa forma biofilmes que confieren resistencia contra los antibióticos 
secretados por las raíces. La raza patogénica P. aeruginosa PAO1 y PA14 causa 
mortalidad de plantas 7 días de postinoculación en Arabidopsis y en Ocimum 
basilicum. P. aeruginosa forma biofilmes antes de la mortalidad alrededor de las 
raíces. Ya infectado, las raíces de Ocium secretan ácido rosmarínico, un 
multifuncional éster del ácido cafeico que exhibe in vitro actividad antibacterial 
contra células planktónicas de ambas razas de P. aeruginosa con un mínimo de 
concentración inhibitoria de 3 µg mL-1. 

Sin embargo, el ácido rosmarínico no produjo niveles de concentración mínimos 
inhibitorios en exudados de raíces de Ocium, antes de P. aeruginosa que forma un 
biofilme que resiste los efectos microbiales del ácido rosmarínico, y al final causa 
mortalidad de plantas. La inducción de la secreción de ácido rosmarínico 
suplementando las raíces y con suplementación exógena de exudados de raíces 
de Arabidopsis con ácido rosmarínico antes de la infección, confiriendo resistencia 
a P. aeruginosa.[10] 

P. aeruginosa es frecuentemente aislada de sitios no estériles (boca, esputo, y 
demás) y en esas circunstancias, frecuentemente representa una colonización, sin 
infección. El aislamiento de P. aeruginosa de especímenes no estériles debería 
interpretarse con cautela y el aviso del microbiológo o el médico infectólogo 
deberían corroborase antes del comienzo del tratamiento.  

Cuando P. aeruginosa es aislada de sitios estériles (sangre, hueso, colecciones 
profundas), debe tomarse con mucha seriedad y en la mayoría de los casos 
requiere tratamiento rápido y oportuno . 



La P. aeruginosa es naturalmente resistente a una gran cantidad de diferentes 
familias de antibióticos. Es indispensable usarlos con una  guía de tratamiento 
acorde con los resultados de antibiogramas (sensibilidad de la cepa de P. 
aeruginosa a diferentes potentes antibióticos), más que a elegir determinado 
antibiótico empíricamente. Si se comienza con un antibiótico genérico 
empíricamente), hay que realizar lo adecuado para obtener cultivos y elegir el 
mejor de los resultados bioquímicos, revisando el elegido. 

Los antibióticos que han mostrado actividad contra P. aeruginosa incluyen: 

•  Aminoglucósidos (gentamicina, amikacina, tobramicina); 
• Quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina pero no moxifloxacina) 
•  Cefalosporinas (ceftazidima, cefepima, cefpiroma, pero no cefuroxima, 

ceftriaxona, cefotaxima) 
• Ureidopenicilinas (piperacilina, ticarcilina: P.aeruginosa es intrínsecamente 

resistente a todas las otras penicilinas) 
•  Carbapenemos (meropenemo, imipenemo, y no ertapenema) 
•  Polimixinas (polimixina B, colistina) 
•  Monobactamos (aztreonam) 
• Estos antibióticos deben aplicarse siempre por via parenteral con la 

excepción de las fluoroquinolonas. Por esta razón, en algunos hospitales, la 
fluoroquinolona está severamente restringida para evitar el desarrollo de 
raza resistentes de P. aeruginosa 

 
S. epidermidis 
 

Los estafilococos coagulasa-negativo son las bacterias mas comúnmente aisladas 
en los laboratorios microbiológicos (16). Entre ellos el S. epidermidis, que se 
caracteriza por ser coagulasa negativo y novobiacina sensible, fue considerado 
por mucho tiempo como un germen contaminante de cultivos. Sin embargo, ahora 
se le reconoce como un patógeno importante (17) y es considerado el agente 
causal de múltiples entidades clínicas, entre ellas: Infecciones urinarias 
intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de válvula nativa, bacteremia en 
pacientes inmunosuprimidos, endoftalmitis después de cirugía ocular, infecciones 
de dispositivos médicos o cuerpos extraños (catéteres endovenosos, fístulas para 
hemodiálisis, catéteres de diálisis peritoneal, marcapasos, articulaciones 
protésicas, injertos vasculares, válvulas cardiacas protésicas e implantes de 
mama)(18).  



  
Fig 2 Microscopia por  escaneo Rastrer tomada de Iglewski BH  . In: Baron's Medical Microbiology 
Otra característica importante de esta bacteria es la susceptibilidad antimicrobiana 
que presenta, ya que el S. epidermidis ha desarrollado resistencia a la meticilina 
en forma paralela al desarrollo de resistencia del S. aureus, pero mostrando tasas 
mucho mas elevadas que esta última, y que ha ido incrementándose de manera 
importante en los últimos 20 años. Mientras que a inicio de los ´80s se indicaban 
tasas de resistencia a la meticilina del 20%, en 1999 estas llegaron al 80% (19). 
Esta es la razón por la cual en la actualidad se considera que la vancomicina es el 
tratamiento de elección para las infecciones causadas por este germen (18). Las 
colonias de la S. epidermidis son típicamente pequeñas, blancas o amarillentas, 
aproximadamente 1-2 milímetros de diámetro después de la incubación de noche. 
El organismo es sensible al desferrioxamine, y esta prueba se utiliza para 
distinguirlo casi del resto de los estafilococos. Los  estafilococos hominis, que es 
también sensible, producen el ácido de trehalosa, así que lo pueden generalmente 
distinguir de epidermdis. 
 
 
EFECTOS UV 

 
Fig 3 Ilustra la presencia de rx  con las diferentes longitudes de onda tomada  de Pathak. 
Sunscreens: Progress and perspectives on photoprotection of human skin against UVB and 
UVA radiation. J Dermatol 1996; 23:783-800. 
 

El sol emite diversos tipos de radiaciones: rayos X, radiaciones ionizantes, 
radiaciones ultravioleta (RUV), luz visible, radiaciones infrarrojas y otras. 



Desde el punto de vista fotobiológico el espectro solar en la superficie terrestre 
(nivel del mar) está formado por radiaciones con longitudes de onda de energía 
electromagnética comprendida entre 290 y 3000 nm. Y debido a esta gran 
diversidad, desde el punto de vista de la práctica clínica se considera que el 
espectro solar está formado por: radiaciones ultravioleta (290-400 nm), luz visible 
(400-760 nm) y radiaciones infrarrojas (>1800 nm). (20). 
 
La proporción de cada una de las radiaciones es la siguiente: 
 
 Proporción y atenuación de las radiaciones incidentes sobre la superficie 
terrestre. 
- 40% luz visible 
- 50% radiación infrarroja 
- 10% radiación ultravioleta 
Aunque el sol emite radiaciones de longitud de onda menores a 290 nm, dichas 
radiaciones no llegan a la superficie terrestre debido a la selectiva absorción que 
sufren por parte de las moléculas de ozono y oxígeno molecular presentes en la 
estratosfera . 
Por lo tanto, hay una radiación incidente de elevada energía que se ve atenuada 
por los componentes de la estratosfera, haciendo que la energía que recibamos 
sea menor a la inicial. 
La mayoría de los efectos perjudiciales para la salud, principalmente sobre la piel, 
se deben a la acción de la radiación ultravioleta. La luz visible y la radiación 
infrarroja son generalmente inocuas para el hombre (21). Por convenio, el 
espectro ultravioleta se subdivide arbitrariamente en tres bandas de mayor a 
menor longitud de onda. Estas bandas o regiones se denominan UVA, UVB y UVC 
respectivamente. 
La región UVA abarca de los 400 a los 320 nm. Este espectro es el responsable 
de la reacción de pigmentación de la piel, y de muchos otros efectos como son el 
fotoenvejecimiento de la piel (elastosis solar) y la fotosensibilización (22). 
 
La banda correspondiente a UVB engloba a las radiaciones comprendidas entre 
los 320 y 290 nm. Tiene también una marcada acción pigmentógena y es la región 
responsable de las quemaduras solares; otro efecto importante que se le atribuye 
es el cáncer cutáneo. 
La radiación UVC comprende las longitudes de onda menores a 290 nm (200-290 
nm). Esta región es eritematógena, mutagénica y carcinogénica; pero no está 
presente en la superficie terrestre debido a la filtración producida por la capa de 
ozono. 
Existe una creciente preocupación respecto las radiaciones UVC y UVB, ya que 
debido a la persistente y continua degradación de la capa de ozono de la 
estratosfera por parte de los fluorocarbonos, CFCs, etc., se prevé un incremento 
de los niveles de irradiación sobre la superficie terrestre de estas dos regiones del 
espectro ultravioleta, así como de los efectos nocivos que estas radiaciones 
pueden producir sobre la salud (23). 
 
Comparada con la energía UVB, la radiación UVA genera mayor estrés oxidativo. 
En el conjunto de la radiación solar, la energía UVA es 10 veces más eficiente que 



la UVB en la producción de reacciones de peroxidación lipídica. La radiación UVA 
es más citotóxica que la UVB . La energía UVA daña el DNA mediante la 
producción de rupturas de cadena y la oxidación de los ácidos nucleicos (24). 

Antecedentes ( crosslinking ) 

La biomecánica de la córnea es una disciplina científica que trata del equilibrio y 
de la deformación del tejido sometido a cualquier fuerza (25). Surge de la 
conjunción de conocimientos y conceptos físico-matemáticos, arquitectónicos y 
mecánicos pero también biológicos. Explora la función y estructura de la cornea e 
intenta establecer bases para predecir su respuesta dinámica ante situaciones 
fisiológicas y patológicas. 

Los conocimientos de las características estructurales y fisiológicas de la córnea 
(26) junto con el desarrollo de modelos para el estudio de la tonometría (27, 28) 
constituyen el origen de las bases biomecánicas de la córnea, las que tomarán 
mayor consistencia y se harán explícitas a lo largo del estudio de una patología, 
como veremos a continuación. En 1978 los autores Foster y Yamamoto realizan 
un estudio donde cuestionan si la rigidez corneal se encuentra disminuida en el 
queratocono (29). En 1980 se publica un trabajo que discute las propiedades 
biomecánicas de la córnea normal y del queratocono, donde se concluye que una 
resistencia mecánica disminuida permite la protusión del tejido (30). 
Posteriormente se establece que el entrecruzamiento de las fibras colágenas se 
encuentra alterado y disminuido en el queratocono, lo que junto a rupturas en la 
membrana de Bowman, favorecen la «debilidad» estructural (31). A su vez en un 
estudio retrospectivo se observó que en personas diabéticas, donde el 
entrecruzamiento de fibras colágenas está aumentado, disminuye la posibilidad de 
desarrollar queratocono (32), remarcando la relevancia de la rigidez estructural en 
el desarrollo de la patología. 

CONCEPTOS BÁSICOS SOBRE BIOMECÁNICA DE LA CÓRNEA 

Existen diferentes factores que determinan la estabilidad de la córnea y que se 
pueden definir en extra e intra-corneales . Éstos se conjugan como fuerzas 
contrapuestas en equilibrio dinámico . Dentro de los factores extra-corneales, el 
más importante es la presión intraocular que ejerce una fuerza sobre la cara 
interna de la córnea (33-35). Menos relevante resulta la presión atmosférica que 
actúa sobre la cara externa, a la que se suman los párpados (34), los músculos 
extraoculares, (indirectamente a través de sus inserciones esclerales) y el músculo 
ciliar que durante la acomodación produce un acortamiento del diámetro corneal e 
induce un cambio de curvatura equivalente a 0,60-0,72 dioptrías 12). 

Los factores intra-corneales son los inherentes a la propia estructura corneal, la 
cual posee la elasticidad y características necesarias para soportar las presiones 
ejercidas por los factores extra-corneales manteniendo de este modo su curvatura 
estable y sus cualidades ópticas (26). Esto es debido en parte al espesor corneal, 
pero sobre todo a la especial disposición, densidad y entrecruzamientos de las 
fibras colágenas del estroma (36). Éste representa el 90% del espesor corneal y 



está compuesto por agua, glicosaminoglicanos y fibrillas de colágeno (300 a 500) 
dispuestas en láminas, extendidas de limbo a limbo sin interrupción formando una 
intrincada red (37). Cuando es sometida a compresión o estiramiento, la cornea 
reorganiza sus láminas e incrementa su elasticidad hasta llegar a un nuevo estado 
de equilibrio (38,39). Esta red presenta diferencias regionales: las láminas 
dispuestas oblicuamente a la superficie corneal se entrecruzan más densamente 
en el tercio estromal anterior que en los dos tercios posteriores, donde se 
disponen paralelas a la superficie corneal (37-41). Además, el estroma posterior 
presenta mayor concentración del proteglicano queratán sulfato (más hidrofílico) y 
el estroma anterior presenta mayor concentración del proteglicano dermatán 
sulfato (menos hidrofílico) (37). Por las diferencias estructurales, se postula que 
fundamentalmente el tercio estromal anterior es quien determina la estabilidad de 
la curvatura corneal y experimentalmente se ha demostrado que éste presenta 
mayor resistencia al edema, sosteniendo al resto de la estructura, en parte por la 
presencia de la membrana de Bowman (41). 

La función de la membrana de Bowman es también discutida (42), pero se 
sostiene que la misma es importante para mantener la estabilidad de la curvatura 
de la cornea, lo cual se observa en trabajos experimentales (19,20). Aunque esto 
se contrapone con la experiencia clínica, donde la mayoría de las personas 
operadas de queratotomía fotorrefractiva (PRK) (en quienes la membrana de 
Bowman fue ablacionada) no derivan normalmente en ectasias corneales.  

Otras formas actuales de modificar la estructura corneal sin debilitarla, induciendo 
también cambios refractivos se puede lograr mediante la introducción de 
segmentos intraestromales, queratoplastia conductiva o a través del tratamiento 
de la cornea con luz ultravioleta (UVA). 

Mediante la colocación de segmentos intra-estromales (INTACS, Anillos de 
Ferrara) se produce un incremento periférico del espesor corneal y se induce un 
aplanamiento central que posibilita la corrección de miopías bajas (18-19), aunque 
los anillos de Ferrara según su grosor se postula que pueden llegar a corregir 
hasta 12 dioptrías (18). Estabilizan y aumentan la rigidez de la estructura corneal, 
por lo que pueden demorar la progresión del queratocono y las ectasias post-
quirúrgicas (18) remarcando que el efecto biomecánico posiblemente será mayor 
en córneas adelgazadas (43). 

La queratoplastía conductiva es una técnica basada en la emisión de radio-
frecuencia para la corrección de la hipermetropía (leve-moderada), que produce 
un aumento homogéneo de la temperatura en un área establecida del estroma 
corneal periférico, induciendo la contracción de las fibras colágenas y una 
respuesta biomecánica con aplanamiento corneal periférico y elevación central 
que derivan en la modificación de la refracción (44). 

Como se ha mencionado anteriormente, con respecto a la biomecánica no sólo es 
importante el espesor corneal sino también las características de su estructura 
interna, especialmente la densidad y entrecruzamiento de fibras colágenas. 



No es posible aumentar la densidad de fibras colágenas pero si su 
entrecruzamiento, mejorando las propiedades biomecánicas del tejido. Este 
fenómeno observado en el envejecimiento (45) y en pacientes diabéticos (32), 
procesos donde aumenta el entrecruzamiento de fibras colágenas, también puede 
lograrse al tratar la cornea con riboflavina (como sustancia fotosensibilizante) y su 
posterior exposición a luz UVA (a una distancia y tiempo determinado), tratamiento 
que parece no ser tóxico para el resto de las estructuras oculares (46-47-48). 

También se ha demostrado que además de aumentar el entrecruzamiento, 
aumenta el diámetro de las fibras de colágeno (datos experimentales), resultando 
un factor más para mejorar la estabilidad de la estructura corneal (49). 

El efecto del tratamiento se ha probado clínicamente en un estudio prospectivo, 
abierto, en pacientes con queratocono, con un seguimiento de hasta 4 años, 
donde se observa que detiene la evolución de la enfermedad (49). Este 
tratamiento también podría resultar eficaz para las ectasias post-quirúrgicas e 
incluso como coadyuvante en cirugías refractivas corneales, para reforzar la 
estabilidad corneal (49. 

 



JUSTIFICACION: 
 
La utilización de riboflavina como fotosensibilizador aunado al uso de luz 
ultravioleta constituye la primera aproximación para aumentar la estabilidad 
corneal , la cual se puede ver alterada de múltiples formas , como lo es la cirugía 
refractiva , el queratocono entre otras , por esta razón la creciente utilización de 
este recurso nos atrae a encontrar nuevas aplicaciones en el área oftalmológica , 
como lo es la cualidad esterilizadora que presenta la luz UV mas  substancias 
fotosensibilizadoras para su potencial utilización en procesos infecciosos. 
 
OBJETIVO GENERAL  
 
Determinar si la aplicación de luz ultravioleta mas fotosensibilizadores es capaz de 
inhibir la replicación bacteriana in Vitro bajo diversas circunstancias .  
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS  
 
Determinar la inhibición en la replicación bacteriana in Vitro en la zona de incidencia  de la luz 

ultravioleta  en condiciones similares a las descritas para el tratamiento crosslinking . 

 
DISEÑO 
 
Experimental  
 
HIPÓTESIS : 

La luz ultravioleta emitida mediante la lámpara de crosslinking UVX asociado al 
uso de riboflavina como fotosensibilizador posee cualidades esterilizantes sobre 
cultivos bacterianos . 
  
HIPOSTESIS ALTERNA 
La luz ultravioleta emitida mediante la lámpara de crosslinking UVX asociado al 
uso de riboflavina como fotosensibilizador no posee cualidades esterilizantes 
sobre cultivos bacterianos . 
 
 



 
 MATERIAL Y METODOS 
 
8  cajas de petri en las cuales se  realizo cultivo  en    4 para  pseudomona a y  4 
para s epidermidis. fig A 
1ml el  cual contenía 5000 unidades formadoras de colonias para pseudomona a y 
otro para s epidermidis. 
 
Riboflavina 0.1% diluido en dextrán al 20 % 
 
Lampara de cross linking ( UVX) Cross-linking 
 
Las características y especificaciones  de la lámpara de luz ultravioleta son las siguientes : 

340 nm de longitud de onda  
30 minutos de aplicación continua a 5 cm de distancia de los cultivos . 
 
                             . 

 
 

A: Cajas de Petri 
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B: Lampara de crosslinking con filtro calibrador 
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C : Riboflavina 

 
    

D:Luz ultravioleta incidiendo en cultivo bacteriano 
 

 
 

E : luz ultravioleta  con riboflavina incidiendo en cultivo  
 

Figura 4 Nos muestra  los materiales que  se utilizan en el estudio.Cajas de cultivo 1, cross-linking 
con su  calibrador de uv , micropipeta y riboflavina3 y forma en la que se aplica los uv 4, rayos uv 
+riboflavina 5   

 
 

MÉTODOS : 
 



Cultivo en caja de petri con cepa correspondiente a  S epidermidis con dilución de 1ml para 5000 

UFC diluida en la superfice del medio el cual se constituyo con agar sal y manitol. 

Se utilizaron 4 cajas de petri con el cultivo antes descrito , a las cuales se les sometió a las 

siguientes condiciones: 

 
1.- Cultivo control en el que se incubo a 36 grados c , y al cual no se le aplico luz 
ultravioleta ni riboflavina (cultivo control). 
 
2.-Cultivo el cual fue sometido en una área especifica de su superficie central a 
riboflavina al 1 % diluida en dextrán al 20 % aplicándolo cada 5 minutos 
posteriores a las 4 horas de cultivo durante 30 minutos . 
 
3.- Cultivo el cual fue sometido a la incidencia de la luz ultravioleta proyectada mediante la lámpara 

UVX a 5 cm de distancia en la parte central de la caja de petri sobre el agar , 4 horas después de 

su cultivo, utilizando 4.5 mm de diámetro correspondiente al tipo s del dispositivo. 

4.-Cultivo el cual fue sometido en una área especifica de su superficie central a riboflavina al 1 % 

diluida en dextrán al 20 % aplicándolo cada 5 minutos posteriores a las 4 horas de cultivo durante 

30 minutos con la incidencia de luz ultravioleta proyectada mediante lámpara UVX a 5 centímetros 

de distancia previa calibración del aparato usándose un diámetro de 4.5 mm que corresponde al 

tipo s del dispositivo. 

 
 
Cultivo en caja de petri con cepa correspondiente a  P. aeuriginosa con dilución de 
1ml para 5000 UFC diluida en la superficie del medio el cual se constituyo con 
agar sal y manitol. 
 
Se utilizaron 4 cajas de petri con el cultivo antes descrito , a las cuales se les 
sometió a las siguientes condiciones: 
  
 
1.- Cultivo control en el que se incubo a 36 grados c , y al cual no se le aplico luz 
ultravioleta ni riboflavina (cultivo control). 
 
2.-Cultivo el cual fue sometido en una área especifica de su superficie central a 
riboflavina al 1 % diluida en dextrán al 20 % aplicándolo cada 5 minutos 
posteriores a las 4 horas de cultivo durante 30 minutos . 
 
3.- Cultivo el cual fue sometido a la incidencia de la luz ultravioleta proyectada 
mediante la lámpara UVX a 5 cm de distancia en la parte central de la caja de petri 
sobre el agar , 4 horas después de su cultivo, utilizando 4.5 mm de diámetro 
correspondiente al tipo s del dispositivo. 
 
4.-Cultivo el cual fue sometido en una área especifica de su superficie central a 
riboflavina al 1 % diluida en dextrán al 20 % aplicándolo cada 5 minutos 
posteriores a las 4 horas de cultivo durante 30 minutos con la incidencia de luz 



ultravioleta proyectada mediante lámpara UVX a 5 centímetros de distancia previa 
calibración del aparato usándose un diámetro de 4.5 mm que corresponde al tipo s 
del dispositivo. 
 
Para cada caja de petri con cultivo en cada una de las circunstancias antes 
descritas se marco con un plumón indeleble la zona central ( en la parte posterior 
), la cual coincidió con la incidencia de la luz ultravioleta o bien con la instilación de 
la riboflavina en esa zona .  
 
Posteriormente se analizaron las características macroscópicas del cultivo a las 24 
, 72 hrs y 7 días , llevando un control fotográfico del mismo . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



Resultados: 
 
 
 
 

Gram + Gram - 
Incidencia 
luminica 

 No Incidencia 
luminica 

Incidencia 
luminica 

 No Incidencia 
luminica 

  
24 
hrs 

72 
hrs 

7 
días 

24 
hrs 

72 
hrs 

7 
días

24 
hrs 

72 
hrs 

7 
días 

24 
hrs 

72 
hrs 

7 
días 

Control 
sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí 

Riboflavina 
sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí 

UV 
sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí sí 

Cross-
linking 

Riboflavina 
+ UV 

no no no sí sí sí no no no sí sí sí 

  
 
 
 
Si = crecimiento bacteriano  
No = Inhibición evidente de crecimiento .  
 
En base a los resultados antes descritos se confirma la hipótesis formulada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control Fotográfico 



  
GRAM (+) 

 
GRAM (-) 

 
 
 

CONTROL 
 
 
   
 

RIBOFLAVINA 
 
 
 
 

  
 
 
 
 

UV 
 
 

  
 
 
 
 
 

RB +UV 

 

 

 
CUADRO  DE  RESULTADOS: Podemos  observar a manera de resumen que  en  los cultivos   de 

control (C) , riboflavina (R) ,  aplicación de  uv  (UV), se  tiene crecimiento  bacteriano   mientras  

que  en el  de riboflavina + ultravioleta (RB+UV)hay   ausencia de crecimiento  en  la  zona de 

influencia.  



 
 
   GRAM + 
 

 
            CONTROL  A LAS  24 HRS           RB  A LAS 24 HRS 
 
Figura 5  Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  24 hrs del control y de RB fotografia tomada 
para este protocolo 

 
                                             UV   LAS  24 HRS  
 
Figura 6  Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  24 hrs en  el que  solo se aplico  UV  fotografia 
tomada para este protocolo 

 
 

RB + UV A LAS 24 HRS 

                           
                                        



                                         
RB + UV A LAS 24 HRS 

 
Figura 7  Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  24 hrs  RB + UV en donde se inhibe  el 

crecimiento bacteriano en la  zona de  tx  fotografia tomada para este protocolo 

 
 
72 HRS GRAM + 

 
           CONTROL                                      RB  
Figura 8  Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  72 hrs  de  Control 1 y riboflavina 2  fotografia tomada para este protocolo 

 
 

 
            UV                                               UV 
Figura 9 Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  72 hrs  de solo aplicación UV fotografia tomada para este protocolo 

 



 
                 
CROSS LINKING RB + UV  
 
Figura 10  Nos muestra  el cultivo de  gram  + a  las  72 hrs en  donde  se aplico  CROSS 

LINKING RB + UV. Y  podemos observar claramente la  inhibición del crecimiento 

bacteriano en la zona del  tratamiento. Fotografia tomada para este protocolo 

 
 
 
 

BAJO MICROSCIPIO  CON PODER DE 4 X 
POR DENTRO DEL LIMITE DE APLICACION DE  TX  MARCADO CON PTO 

AZUL   NO  HAY  EVIDENCIA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 
 

 
Figura 11 Bajo microscipio  con poder de 4 X por dentro del limite de aplicacion de  tx  marcado 
con pto azul   no  hay  evidencia de crecimiento bacteriano. Fotografia tomada para este protocolo 



 
  
 
 

 
 

POR  FUERA DE LA ZONA  DE  TX  INMEDIATAMENTE  ENCONTRAMOS  LAS 
COLONIAS  DE    S EPIDERMIDIS 

 

 
Figura 12 Bajo microscipio  con poder de 4 X por  fuera de la zona  de  tx  inmediatamente  
encontramos  las colonias  de    S Epidermidis. Fotografia tomada para este protocolo 

 
GRAM - 
 

 
Figura 13 se  calibra el Crosslinking  y se aplica  la RB en las  2  cajas con  micropipeta 5 
microlitros cada 10 min Fotografia tomada para este protocolo 
 
 24 hrs  



 
CONTROL  
Figura 14 Cultivo de  control   gram -   a las  24 hrs en donde  encontramos  crecimiento por toda la 
caja . Fotografia tomada para este protocolo 
 
 

 
 

RB 24 HRS 
Figura 15 Cultivo con RB Gram -    a las  24 hrs. De  igual forma vemos la presencia de crecimiento  
en  toda la caja.  Fotografia tomada para este protocolo 
 
 

 
 

UV 24 HRS 
Figura 16  Cultivo con UV  Gram -    a las  24 hrs. De  igual forma vemos la presencia de crecimiento  en  
toda la caja.  Fotografia tomada para este protocolo 
 
 
            SIN  FLASH                                      CON  FLASH  



 
 

CROSS-LINKING RB +UV  24 hrs  
Figura 17  Cultivo con CROSS-LINKING  RB+ UV  Gram -    a las  24 hrs. En  donde  justo  en la  zona de  
tratamiento  vemos la inhibición del  crecimiento bacteriano .  Fotografia tomada para este protocolo 
 
 
 
 
G- 72 HRS 
 

 
             CONTROL G(-) 72 HRS  
 
Figura 18  Cultivo Control   Gram -    a las  72 hrs.En donde vemos crecimiento en toda la caja .  
Fotografia tomada para este protocolo 
 
 

 



 
RB  72 HRS DISMINUIDO PERO HAY  CRECIMIENTO BACTERIANO 

 
Figura 19  Cultivo en el que  aplico  RB  72 hrs disminuido pero hay  crecimiento bacteriano.  

Fotografia tomada para este protocolo 
 

                   

 
                     UV 72  

Figura 20  Cultivo en el que  aplico  UV  72 hrs Vemos el crecimiento bacteriano en toda la caja   
Fotografia tomada para este protocolo 

 
 
 

 
               
CROSS-LINKING  RB  + UV 72  HRS 

 
Figura 21  Cultivo en el que  aplico CROSS-LINKING  RB  + UV 72  HRS   Podemos  ver  la 

inhibición del crecimiento en la zona de tx. Fotografia tomada para este protocolo 
 



 

 
 

Figura 22  en la imagen de cuadrante superior izquierdo vemos marcada de manera tenue la zona 
del  tx. Bajo microscopio poder 4 ;por dentro de la marca (punto azul) que delimita la zona de 

tratamiento no hay  evidencia de crecimiento  bacteriano  como lo muestra la imagen a su derecha 
con objetivo de 4 X  en la inferior izquierda vemos la  zona de  transición por  dentro es decir  

inferior sin  crecimiento y por fuera inmediatamente con el  crecimiento bacteriano.  
 

 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
La reciente incorporación de la luz ultravioleta aunado al uso de 
fotosensibilizadores para aumentar los enlaces cruzados de colagena ( 
crosslinking ) con el fin de aumentar la resitencia corenal , constituye  la primera 
aproximación a un tratamiento molecular de una patología estructural .  
Por este motivo la utilización de este dispositivo sera cada vez mas difundida en 
nuestro medio , sin embargo algunas cualidades de la luz ultravioleta , como lo es 
su potencial efecto esterilizador , nos atrae a explorar posibles nuevas 
aplicaciones en la terapeutica de procesos infecciosos. La cualidad esterilizadora 
de los rayos ultravioletas es bien conocida y utilizada en la industria y en la 
medicina en multiples areas ,  por lo que nos es de interes saber si bajo las 



condiciones para las cuales se diseño el equipo puede contener también 
propiedades esterilizantes . 
Los rayos UVC que comprenden las longitudes de onda menores a 290 nm (200-
290 nm) en este rango  es eritematógena, mutagénica  carcinogénica  daña el 
DNA mediante la producción de rupturas de cadena y la oxidación de los ácidos 
nucleicos (24).  
Los resultados del presente estudio expulsaron una inhibición del creciemiento en 
los cultivos tanto para gram positivos como para gram negativos en la zona de 
incidencia de la luz ultravioleta unicamente cuando se asocio al uso de riboflavina , 
siendo esto un dato de interes considerando que la luz ultravioleta por si sola no 
genero inhibición alguna asi como tampoco la riboflavina por si misma . 
Este estudio proyecta una serie de posibilidades ulteriores para la utilización de 
fotosensibilizadores  mas luz ultravioleta en el tratamiento de procesos infiltrativos 
infecciosos corneales siendo posiblemente este tejido el unico en el que tenga 
aplicación dada su transparencia .  
 
 



 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
El  Cross-linking (Riboflavina + UV) resulto  eficaz  en la esterilización in Vitro en  
cepas bacterianas Gram + y  Gram -   
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