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1. RESUMEN

Muchas de las candidiasis se encuentran asociadas a la formacién de biopeliculas
sobre catéteres, protesis dentales, protesis de vélvulas cardiacas y otros dispositivos
biomédicos. Para Candida albicans éste se considera un importante factor de virulencia.
Comprender mejor el comportamiento de las biopelicula es de gran importancia para
desarrollar medidas preventivas eficaces y disefiar farmacos més efectivos.

El objetivo de este trabajo fue comparar la formacién de biopeliculas de 27 cepas
de Candida albicans empleando las técnicas de microscopia 6ptica, viabilidad celular
(reduccion del XTT) y cristal violeta, con la finalidad de evaluar por un lado, si esta
capacidad estd relacionada con el sitio anatémico del que proviene y por otro lado, nos
permitira clasificar las cepas de acuerdo a su capacidad (alta, baja y media) de formacion
de biopeliculas.

En este trabajo se logré estandarizar el crecimiento de biopeliculas empleando
como soporte placas de poliestireno de 96 pozos. La capacidad de formaciéon de
biopeliculas de cada cepa fue evaluada por los tres métodos mencionados, encontrando
que de las 27 cepas analizadas 7 fueron clasificadas con alta capacidad de formacion de
biopeliculas al igual que la cepa de referencia, 10 con media capacidad y 10 con baja.

En ninguno de los tres métodos se logré demostrar relacién alguna entre el origen

anatomico y la capacidad para formar biopelicula.
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6. INTRODUCION

Desde la época de Hipdcrates se han estudiado diversas enfermedades de las
cuales la levadura Candida es el agente causal, pero se empieza a estudiar este
microorganismo a partir de 1940. En la siguiente tabla se muestran los principales

hallazgos en torno a Candida:



Afio Aportacion
460 a 377 a Hipocrates describid placas blanquecinas en la boca en pacientes debilitados v en reciénnacidos
130 a 200 Observd placas blanquecinas en ninos enfermizos
1835 VerOm en su “hemorie surle muguet” postuldla transoision intrauterina v describid el primer
paciente concandidiasisesofagica
1341 Berg demostrd el origen fangico delas lesiones bucales y reprodujo el padecimiento en ninos sanos
1342 Gruby 1o presentd como “el verdadero muguet de los nifos™ y postuldla ransmisidmintruterina
1344 Bennettaislo el hongo conocido hoy como C. albicans en el esputo de un paciente tuberculoso
1846 ffﬂf;;ﬂg;& a las enfermedades debilitantes como el principal factor predisponente para este tipo
1849 Wilkinson describio la localizacion va ginal
1853 F.obin denominé al hongo Crdmm albicans
12861 Zenker observd un sujeto con infeccion cerebral por diseminacion hematogena
1875 Haussmann notd el vinculo entre candidiasis vaginal de la madre v bucal del recién nacido
1877 Parrotdescribio la forma pulmonar en lactantes
13877 Granitz describidla morfologiade C. albrcans
1290 Zopfacepto como agente del algodoncillo un hongo del genero Montlla
1290 Schinorl informd de la afeccion mucocntinea
1204 Dubendorfer informo de la afecciom inguinal
12907 Jacobiinformo dela afeccionm cutinea
1909 Forbes describid el primer caso mucocutineo cromdico
1923 BerkhouttransFirid lasespecies al género Candida
16854 En el Octavo Congreso de Botanica, se aceptd oficialmente el género Candida
1955 Sullivan identifict C. dublintensisencandidiasis oral en pacientes con infeccdom por VIH
1953 Bernirshke y Faphael comunicaron por primera vez la candidosis congénita

Tabla 1. Principales aportaciones en el estudio de Candida albicans (Webster 2007, Calderone 2002, Arenas)




6.1 Caracteristicas del género Candida

El filo Ascomycota (comtnmente llamado ascomycetes) es por mucho el grupo

mas grande de hongos, se estima que incluye mas de 32000 especies en 3400 género

(Kirk 2001).

Este nombre es derivado de las palabras griegas askos (un saco de cuero, un bolso

o una vejiga) y mykes (hongos), es decir, saco de hongos (Webster 2007).

El género Candida comprende mas de 150 especies de las cuales se ha demostrado
que las de mayor importancia son: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
torulopsis, C. krusei, C. lusitaniae, C. kefyr, C. guilliermondii y C. dubliniensis (Villar 2011,

Peman 2008).

Actualmente su clasificacion taxonémica es la siguiente:

Stper reino EUKARYOTA
Reino FUNGI
Subreino Dikarya

Filo Ascomycota
Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Género Candida

Especie albicans

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Candida albicans (www.ncbi.nlm.nih.gov)



6.2 Identificacion de Candida albicans

C. albicans es dimorfica; ademas de las levaduras y pseudohifas, también puede
producir hifas verdaderas. En cultivo o en tejidos las especies de Candida crecen como
levaduras ovales en gemaciéon (3 a 6 pm de tamafio). También forman pseudohifas
cuando las yemas contindan su crecimiento, pero sin desprenderse, para generar
cadenas de células alargadas, pinzadas o constrefiidas en los tabiques entre las células
(Brooks 2008).

Sobre medio Sabouraud, en las primeras 24 h a 37 °C o temperatura ambiente,
las especies de Candida producen colonias lisas, blandas, brillantes de color cremoso
con olor a levadura como se muestra en la figura 1. Las pseudohifas se manifiestan

como crecimiento bajo la superficie del agar (Arenas 2003).

Figura 1. Morfologia colonial caracteristica de Candida albicans al crecer sobre medio SDA



Dos pruebas morfolégicas simples diferencian a C. albicans de otras especies de
Candida: después de la incubacién en suero durante 90 min a 37 °C, las células de C.
albicans empiezan a formar hifas verdaderas o tubos germinativos y en un medio
nutrimentalmente insuficiente C. albicans produce clamidosporas grandes y esféricas.
Un tubo germinativo se define como una extensién filamentosa de una levadura que
tiene un ancho de alrededor de la mitad y una longitud de tres a cuatro veces el
didmetro de la célula madre (Koneman 2003).

El examen directo se practica a partir de exudado, esputo, escamas, raspado de
ufias o centrifugado de orina y se realiza con hidréxido de potasio, solucién de lugol o
tisiol6gica. También se pueden realizar frotis y tefiirse con Gram, azul de metileno,
Giemsa o Wright. En estas condiciones se observan abundantes esporas redondeadas u
ovales de 2 a 4 micras de didmetro, blastosporas y pseudohifas, o hifas verdaderas
(Arenas 2003).

C. tropicalis, C. krusei, C. zeylanoides y C. parapsilosis son sensibles a la
ciclohexamida (0.5g/100mL) adicionada a medio Sabouraud.

En la tabla 3 se muestra un resumen de las caracteristicas bioquimicas-fisiologicas

empleadas en la identificacion de C. albicans.
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6.3 Enfermedades producidas por Candida albicans

Sinonimia: Candidiasis, moniliasis, muguet, algodoncillo.

Definicién: la candidiasis es una micosis primaria o secundaria ocasionada por
levaduras enddgenas y oportunistas del género Candida, especialmente C. albicans. Las
manifestaciones clinicas pueden ser localizadas, diseminadas o sistematicas afectando
piel, mucosas, estructuras profundas y organos internos. Las alteraciones
histopatolégicas varian desde inflamacién minima hasta supuracién o granuloma. La
evolucion es aguda, subaguda o crénica (Arenas 2003, Willard 1990). Los pacientes con
defensas comprometidas son susceptibles a los hongos ubicuos que no producen dafio
en personas sanas. En pacientes con SIDA, la susceptibilidad y la incidencia de micosis
oportunistas se correlacionan inversamente con la cuenta de linfocitos CD4 (Brooks
2008). La infeccién también puede venir de fuentes exdgenas, como puede ser con el uso
de catéteres intravenosos o proétesis cardiacas, sobre todo cuando se aplican en pacientes

inmunosuprimidos (Arenas 2003).



En la figura 2 se muestra un cuadro de la clasificacién de las candidiasis, las

cuales pueden recibir su nombre de acuerdo al lugar en que se establecen o al dafio

causado.

-Localizada

Diseminada vy
profunda

-Sistemdca

-Alérgica

Figura 2.

-~ — -Estomatitis
Glositis
-Bucal - e
Ceilitis
| -Cueilitis angular
B -Faringoamigdalina
Mucocutinea _J -Esofdgica
-Digestiva -
_ -Entérica
-Peritoneal
| -Perianal
-Vaginitis y balanitis
-Bronguial ¥ pulmonar
-Grandes pliegues
-Intertrigos - i
-Pequefios pliegues
Cutianea -Paroniquia y onicomicosis
-Zona del pafial
- ~Vesiculopustular v folkular

-Candidosis mucocutinea crénica (ChCC)
-Granulema candidésico
—Aparato genitourinario v rifiones
-Endocarditis
“Meningitis
Septicemia
-Candidemia vatrégena
-Otros 6rganos
.'_JC andidides
-Eccema

= -Asma

“Gastritis

.

Cuadro de la clasificacion de las candidiasis (Calderone 2003)



La candidiasis superficial (cutdnea o mucosa) se establece a consecuencia de un
incremento en la poblacién local de Candida y del dafio a la piel o el epitelio, que permite

la invasioén por la forma levaduriforme y las pseudohifas (Calderone 2003).

La candidiasis sistémica se presenta cuando la levadura penetra al torrente
sanguineo y las defensas fagociticas del huésped son inadecuadas para contener su
crecimiento y diseminacién. Ya en el torrente circulatorio Candida puede infectar los
rifiones, fijarse a las protesis valvulares cardiacas o producir infeccion candididsica casi
en cualquier parte (p. ej., artritis, meningitis, endoftalmitis). La histologia local de las
lesiones cutdneas o mucocutdneas se caracterizan por reacciones inflamatorias que
varian desde abscesos pidgenos hasta granulomas crénicos. Las lesiones contienen

abundantes levaduras gemantes y pseudohifas (Calderone 2003).



6.4 Datos epidemiologicos

Las infecciones oportunistas causadas por especies de Candida han tenido un
incremento substancial en los dltimos 30 afios. Si bien la incidencia global de las
infecciones nosocomiales se ha incrementado en los altimos afos, la candidemia es la
infeccién por levaduras més frecuente en nuestro medio. Se estima que el 5% de los
pacientes hospitalizados desarrollan una infeccién nosocomial y, de éstas, el 5% son
causadas por alguna especie de Candida. (Salavert 2006, Ortega 2011).

La candidemia es la cuarta causa mdas comin de infecciéon en el torrente
sanguineo, y es causa de una significativa morbilidad y mortalidad (Barnejee 1991,
Jarvis 1995, Salavert 2006, Jaffar 2007). La candidemia trae consigo una elevada
mortalidad, del 40% y una prolongada hospitalizacion (Puzniak 2004).

En conjunto las especies de Candida representan casi el 80% de todos los hongos
patégenos causantes de infecciones nosocomiales, y la incidencia de candidemia oscila
entre 0.2 y 0.46 por cada 10000 pacientes al dia (Salavert 2006).

Se considera que hasta un 90% de los individuos infectados por VIH sufriran al
menos un episodio de candidiasis orofaringea (Aguirre 2002).

Se estima que 75% de las mujeres padecen al menos un episodio de candidiasis
vulvovaginal durante su vida, y del 40 al 50% desarrollan infeccién vaginal recurrente
por Candida albicans, adicionalmente en 5% de las mujeres adultas se presentan
episodios de candidiasis vulvovaginal recurrente refractaria al tratamiento (Llovera

2004).

-10 -



6.5 Factores de virulencia

Dentro de los factores dependientes del microorganismo sabemos que la
virulencia de C. albicans se debe a un conjunto de factores relacionados con su capacidad
para evadir los mecanismos de defensa del hospedador y el tratamiento antifangico
lesionando células y tejidos. El principal factor de virulencia parece ser la capacidad
para persistir en los epitelios, a lo que contribuyen un grupo de factores como la
adherencia, el dimorfismo, el sinergismo con ciertas bacterias orales, enzimas que tienen
la capacidad de dafar la membrana celular de las células del hospedador al degradarlos

lipidos que la constituyen etc. (Aguirre 2002, Echeverria 2002).

6.6 Biopeliculas

Las biopeliculas constituyen otro importante factor de virulencia de Candida
albicans. Son comunidades microbianas embebidas en una matriz extracelular
fundamentalmente polisacarida, altamente hidratada, con comunicacién al exterior
mediante canales de agua, se pueden adherir y desarrollar sobre superficies biolégicas e
inertes (Duréan 2007).

Las levaduras del género Candida tienen la capacidad de adherirse a las
superficies de plastico, lo que facilita la produccién de biopeliculas en los catéteres y las

protesis. Esta adherencia se basa en las fuerzas hidréfobas y electrostaticas que se

-11 -



producen entre las levaduras y las superficies de pléstico. La hidrofobicidad de la
superficie varia de forma considerable entre los microorganismos aislados de la especie
C. albicans (Joklik 1998). Las biopeliculas de Candida albicans consisten en microcolonias
de levaduras e hifas (Alem 2004).

Esta forma de vida de los microorganismos adheridos a superficies se conoce
desde hace mucho tiempo, pero no ha sido sino hasta hace poco, cuando se ha visto su
gran impacto médico e industrial (Valentin 2007).

En general, el desarrollo de una biopelicula conlleva cuatro pasos secuenciales:
primero, la adhesiéon de los microorganismos a una superficie especifica bidtica o
abidtica, en segundo lugar, la formacion discreta de la colonia, y la organizacion de las
células; la tercera parte, la secrecion de matriz extracelular de polisacarido y la
maduracién en un arreglo tridimensional; finalmente, la diseminacién de las células de
la progenie de la biopelicula. Esta descripcion se basa en el crecimiento, observaciones
cinéticas y microscépicas realizadas tras desarrollar biopeliculas en una superficie inerte
(Seneviratne 2009).

Las levaduras en las biopeliculas poseen caracteristicas diferentes de sus
homologas plancténicas (en suspensién), como son la comunicacién intercelular o
quorum sensing, y el incremento de la resistencia a las defensas inmunoldgicas y a la
accion de los antimicrobianos (Valentin 2007).

Muchas de las candidiasis se encuentran asociadas a la formacion de biopeliculas
sobre catéteres, protesis dentales, valvulas cardiacas protésicas y otros dispositivos

biomédicos. La mayor resistencia de las biopeliculas de Candida al tratamiento

-12 -



antifingico convencional hacen necesario retirar los dispositivos en numerosas
ocasiones, con las serias implicaciones que esto conlleva (Valentin 2007, Mukherjee
2006).

En las dltimas décadas, se han descrito un amplio rango de modelos para el
estudio in vitro de la formacién de las biopeliculas. En la mayoria de estos modelos la
formacion de biopeliculas se logra mediante técnicas de cultivo convencionales, lo que
representa una labor intensa y lenta.

Existen diversos ensayos para la cuantificaciéon de biopeliculas en microplacas
(Peeters 2008): los métodos directos consisten principalmente en técnicas microscopicas,
que permiten la visualizaciéon de la biopelicula; los métodos indirectos estiman el
namero de microorganismos adheridos in situ, o requieren la separacion del sustrato y

su posterior cuantificacion (Duran 2007).

6.7 Cuantificacion de biopeliculas con Cristal Violeta y viabilidad

celular (reduccién del XTT)

Dentro de los métodos indirectos tenemos a los espectrofotométricos, los cuales
nos permiten cuantificar la formacién de las biopeliculas e incluyen la tincién con cristal
violeta (CV) y el ensayo de reduccién del XTT (sal interna de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-

(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) (Li 2003).
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El CV es un tinte bésico, que se une a las superficies cargadas negativamente de
moléculas y polisacaridos en la matriz extracelular (Peeters 2008). Para su cuantificacion,
las biopeliculas son tefiidas con CV y destefiidas con una solucién decolorante la cual
serd medida espectrofotométricamente. El CV tifie todas las células presentes en la
biopelicula, independientemente de su viabilidad.

En contraste, el ensayo por reduccién del XTT mide la actividad metabdlica de las
células que forman parte de la biopelicula, por lo que es un método empleado con
mucha frecuencia para determinar la viabilidad celular, sin embargo, también se ha
demostrado que esta actividad metabdlica es directamente proporcional a la formacién

de biopeliculas por lo que en los dltimos afios ha sido frecuentemente empleado para

este fin (Duran 2007, Hasan 2009, Melo 2011, Ibarra 2012).

En lo que respecta a las bacterias, el XTT es reducido por enzimas de la cadena
respiratoria que estan localizadas en la membrana plasmatica, mientras que, en las
levaduras, esta sal se reduce por deshidrogenasas mitocondriales (figura 3). A pesar de
la popularidad de este método, se ha observado variabilidad inter e intra-especies que

pudieran disminuir la validez de estos resultados (Peeters 2008).
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7. JUSTIFICACION

Candida albicans y otras especies estrechamente relacionadas del género Candida,
son la cuarta causa mas comun de infecciones del torrente circulatorio. Muchas de las
candidiasis se encuentran asociadas a la formacién de biopeliculas sobre catéteres,
protesis dentales, véalvulas cardiacas protésicas y otros dispositivos biomédicos. La
mayor resistencia de las biopeliculas al tratamiento antifngico convencional hace
necesario retirar los dispositivos en numerosas ocasiones, con las serias complicaciones

que esto conlleva.

Comprender el mecanismo de formaciéon de este tipo de crecimiento permitira

tener mejores medidas de prevencion y de tratamiento.

Con la finalidad de profundizar en el estudio de los genes involucrados en la
formacion de biopeliculas de C. albicans, en este trabajo se estandarizé la metodologia
para formacién de las mismas en microplacas de 96 pozos y se compararon tres métodos
de cuantificacién. Por otro lado, se analizaron 27 cepas provenientes de aislados clinicos
y se clasificaron de acuerdo a su capacidad de produccién de biopeliculas evaluando si

habia o no relacién con su origen anatémico.

Esto, en un futuro, permitira analizar los niveles de expresion de genes
relacionados con este proceso en cepas con alta, media o baja capacidad de formacién de

biopeliculas.

-16 -



8. HIPOTESIS

El analisis de la capacidad de formacién de biopeliculas de aislados de C. albicans
provenientes de diferentes origenes anatémicos nos proporcionara cepas con alta, media
y baja capacidad de produccion de biopeliculas, esperando que haya relacién con el

origen anatémico del que provienen.

9. OBJETIVO GENERAL

Comparar la capacidad de formacion de biopeliculas de 27 aislados clinicos de
Candida albicans y la cepa de referencia ATCC10231 empleando las técnicas de
microscopia optica, viabilidad celular (reduccién del XTT) y cristal violeta, con la
finalidad de evaluar si esta capacidad est4 relacionada con el sitio anatémico del que

proviene.
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10. OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar una técnica de formacién de biopeliculas de C. albicans.
Comparar tres métodos de cuantificacion de biopeliculas: microscopia
optica, CV y reducciéon de XTT.

Evaluacién de la capacidad de formacion de biopeliculas de 27 cepas de
aislados clinicos de diferentes origenes anatémicos mediante las tres
técnicas mencionadas anteriormente.

Clasificacion de las cepas estudiadas de acuerdo a su capacidad de

formacion de biopeliculas en baja, media y alta.
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11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CULTIVO DE CEPAS

FORMACION DE
BIOPELICULAS

o ENSAYO CON XTT
MICROSCOPIA CRISTAL VIOLETA

( COMPARACION Y
ANALISIS DE
t RESULTADOS

EVALUACION POR EVALUACION CON }

CLASIFICACION DE LAS CEPAS
DE ACUERDO A SU CAPACIDAD
DE FORMACION DE
BIOPELICULAS
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12. MATERIAL Y METODOS

12.1 Cepas empleadas

Se emple6 la cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 y 27 cepas de C. albicans
aisladas de muestras clinicas e identificadas por métodos tradicionales (filamentacién en
suero, producciéon de clamidioconidios en agar harina de maiz, crecimiento en
CHROMagar Candida, asimilacién de carbohidratos con el sistema API-20-AUX) que
fueron proporcionadas amablemente por la M. en C. Patricia Manzano Gayosso del

laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina UNAM.

A las cepas se les dio la siguiente asignacion para su identificacién:

1. 10231 ATCC 15. 112U Uiias
2. 27 Unas 16. 684 Boca
3. 676 Boca 17. 27 U Unas
4. 642 Unas 18. 398 Unas
5. 520 Boca 19.  FM5104 Ufias
6. 402 Ufias 20. 1463 Sangre
7. 1423 sangre 21. 627-05 Piel

8. 543 Boca 22. 553 Aspirado bronquial
9. 533 VCI Piel 23. 409 Boca
10. 26 DM orina 24. 547 Boca
11. 1039 Boca 25. 150UV Unas
12. 1312b sangre 26. 1389 Sangre
13. 518 Piel 27. 638 Ufas
14. 7CM Boca 28. 684 Boca

Tabla 4. Cepas empleadas y origen anatémico

-20-



12.2 Cultivo de C. albicans

Las levaduras se mantuvieron en medio SDA hasta su uso. Para los estudios de
formacion de biopeliculas las muestras fueron crecidas en 4mL de medio YPD durante
24 horas a 37°C (Li 2003, Valentin 2007) y a partir de este cultivo se desarrollaron las

biopeliculas.
12.3 Formacion de biopeliculas

El paquete celular se recuperé por medio de centrifugacién a 6000 rpm durante 5

min, se desech6 el medio y se resuspendio el paquete celular en 3mL de PBS.

Se ley6 la absorbancia y considerando que Abssoonm = 1 es equivalente a 3x107
células por mL, se prepararon 1.5 mL de una suspension de 1x107 células por mL en
PBS. Se emplearon microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Costar No.
Catélogo 3596) y en ellas se colocaron 100pL por pozo de la suspensiéon de levaduras.
Para promover la adhesion de las levaduras la microplaca se incub6 en agitacion a 75
rpm durante 90 minutos a 37°C, transcurrido este tiempo el medio fue aspirado y se
hicieron 2 lavados a cada pozo con PBS para retirar las células no adheridas.
Posteriormente se agregaron 150 pL. de medio (preparado con 70% de medio RPMI, 25%
de PBS y 5% de SFB) y se incubd en agitaciéon a 75rpm, 37°C por 48 horas. Una vez

formada la biopelicula se descarté el medio y se lavaron los pozos con con PBS.
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12.4 Evaluacion de formacion de biopeliculas con Cristal Violeta

Se consider6é el protocolo descrito por Li (2003) y se realizaron algunas
modificaciones. Brevemente, las biopeliculas se fijaron con etanol al 96% durante 15
minutos, se retiré el etanol y se colocaron 100 pL de CV al 0.5% durante 15 minutos. Se
lavo el exceso de colorante con PBS 3 veces y se destifieron las células colocando en cada
pozo 300 pL de etanol al 96% durante 15 minutos. Se recuperaron 250 pL y se
transfirieron al pozo correspondiente de una placa nueva. Finalmente se realiz6 la

lectura en un lector de ELISA a 595 nm .

12.5 Evaluacion de formacion de biopeliculas por microscopia
optica.

Después de haber realizado la tincién con CV la microplaca fue observada al
microscopio y se tomaron fotografias de la biopelicula producida por cada cepa,
haciendo la observaciéon con el objetivo de 40 x de un microscopio invertido. Con la
finalidad de hacer cuantitativa esta observacién evaluamos el porcentaje de la superficie
cubierta por la biopelicula. Para lo anterior, cada fotografia se dividié en una cuadricula
que permitiera apreciar pequefios grupos de células (25 renglones x 25 columnas), de
esta manera se procedié a contar el nimero de cuadros vacios o en los cuales no
aparecia al menos una levadura completa o una hifa de un lado a otro, se restaron estos
cuadros vacios al total de cuadros (625) y se obtuvo el porcentaje, que corresponde a la

superficie cubierta.
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La figura 4 muestra un ejemplo de cémo se realizé el conteo: los ntmeros rojos
corresponden a cuadros vacios. Para evaluar el porcentaje de superficie cubierta con la
biopelicula en esta imagen se cuenta 1 cuadro vacio, el porcentaje de superficie cubierta

seria igual a 100% - [(1+625) x 100]= 99.84%)

Figura 4. Fotografia de una biopelicula con una cuadricula de 25 x 25 (tomada con el objetivo de 40X).
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12.6 Ensayo de viabilidad celular (reduccion del XTT)

Para la evaluacién de formacion de la biopelicula por el método de XTT, después
de las 48 hrs de incubacion, se agregaron 150 pL de medio (preparado con de medio
RPMI al 70%, 25% de PBS y 5% de SFB) y 20 pL de reactivo Cell Titer 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Se tomé6 una lectura inicial y cada hora
durante 2 horas en un lector de ELISA con filtro de 490 nm. Se emple6 un cultivo de 24

horas de la cepa ATCC 10231 para realizar una curva patrén con cantidades conocidas

de la levadura.

7.5
3.75
1.875
0.9375
0.4687
0.2343
0.1171

Concentracion 1076 células/mL

Abs A=490nm m=2.6692*10/-7
2.3379 b=0.336

1.3369 r=0.99

0.8364

0.5862

0.4611

0.3985

0.3672

Tabla 5. Datos de la curva de calibracién para el ensayo con XTT
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Figura 5. Curva de calibracion para el ensayo de XTT. (El eje X corresponde al nimero de células por mL

con base 1076)

12.7 Analisis estadistico

De acuerdo a la distribucién de frecuencias agrupadas en estadistica (Dawson
2002, Montgomery 2003), se agruparon los valores en intervalos con la misma amplitud
denominados clases, para este estudio se requirieron 3 clases: alta capacidad para
formar biopelicula, media capacidad para formar biopelicula y baja capacidad para

formar biopelicula.

Cualquier tabla de frecuencias agrupadas deberia poseer las tres caracteristicas

siguientes (Weimer 1998):
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1. Uniformidad: cada clase deberia tener la misma amplitud.
2. Unicidad: dos clases no se traslapan

3. Completez: cada uno de los datos debe pertenecer a alguna clase

Se siguieron las siguientes reglas, tomando como ejemplo los resultados de la

técnica de microscopia:

1. Se expresan los datos como porcentaje en funcion del valor méximo.

2. Se localizan los valores mayor y menor de la distribucién (Ver tabla 5. En este
caso 100 y 42.88)

3. Se restan y se busca un ntimero entero un poco mayor que la diferencia y que sea
divisible por el nimero de intervalos que queramos establecer. En este caso 100 -
42.88=57.12, incrementamos el namero hasta 60: 3 intervalos de amplitud=20.

Se forman los intervalos teniendo presente que el limite inferior de una clase
pertenece al intervalo, pero el limite superior no pertenece al intervalo, se cuenta
en el siguiente intervalo.

4. Intervalos:

Alta capacidad para formar biopelicula: porcentaje de superficie cubierta > 80
Media capacidad para formar biopelicula: 80 > porcentaje de superficie cubierta >
60

Baja capacidad para formar biopelicula: 60 > porcentaje de superficie cubierta >
40

(http:/ /es.wikipedia.org/wiki /Distribuci%C3%B3n_de_frecuencias)
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13. RESULTADOS

13.1 Evaluacion de formacion de biopeliculas por microscopia
optica
Para la evaluacion de formacion de biopeliculas por medio de microscopia 6ptica
se consider6 que las levaduras que se colocaron inicialmente se hubieran adherido,
proliferado y formado hifas y pseudohifas para dar origen a una estructura
tridimensional de biopelicula en la que incluso fué dificil observar células
independientes (presente en cepas con alta y media capacidad de formacién de
biopeliculas). En las cepas correspondientes a baja capacidad se observaron formas
levaduriformes, y algunas presentaban hifas, pero no se alcanzé a producir la estructura

tridimensional caracteristica de una biopelicula a pesar de incubarse bajo las mismas

condiciones (Bruzual, 2007).

Con la finalidad de tener una forma cuantitativa de evaluar la formacién de
biopeliculas por medio de microscopia 6ptica se determiné el porcentaje de la superficie

cubierta.

A continuacién se muestran las fotografias correspondientes a una cepa con alta,
otra con media, una mds con baja capacidad para formar biopelicula y un pozo control

en el cual no se coloc6é ninguna cepa (figura 6).
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Estas imagenes corresponden a biopeliculas destefiidas después de usar el CV,
esto es debido a que una vez que se lleva a cabo la fijacion, la biopelicula prevalece y se

observa mejor que cuando no es tefiida.

2011140810

Figura 6. Fotografias representativas de las diferentes capacidades para formar biopelicula evaluadas
por microscopia dptica. a) Cepa con alta capacidad para formar biopelicula, b) media capacidad, c) baja
capacidad, y d) un pozo control en el cual no se colocé ninguna cepa.

En la tabla 6 se muestran los resultados del porcentaje de superficie cubierta de

cada una de las cepas con el método de microscopia 6ptica.
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Tabla 6. Capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de microscopia. (Las
cepas estan ordenadas de mayor a menor, se muestra ademas el origen anatémico)

Cafacidad 1.'e1ati§/a para Cepa/origen anatémico Porc:efltaje c!e
ormar biopelicula superficie cubierta
5 boca 100
18 | ufas 100
19 | unas 100
1 referencia 99.99
25 | unas 98.72
27 | unas 98.56
8 boca 98.24
10 orina 98.08
Alta Capacidad: 6 ufias 96.48
porcercllt:g ieefte; szug(;erﬁae 28 | boca 96.16
26 | sangre 96
9 piel 92.96
14 | boca 91.84
24 | boca 91.36
2 ufias 88.8
22 | aspirado bronquial 88.32
13 | piel 86.72
12 | sangre 85.76
23 | boca 83.84
4 ufias 79.04
Media Capacidad: 7 sangre 7504
80 > porzzr;t;i (:ad; zgperﬁae 11 | boca 24.94
16 | boca 62.24
3 boca 56.96
Baja Capacidad 15 | unas >4.56
60 > porcentaje de superficie |21 | piel 51.04
cubierta > 40 20 | sangre 50.08
17 | ufas 42.88
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Se encontré que de las 27 cepas de aislados clinicos y la cepa de referencia, 19
cepas presentaron alta capacidad de formacién de biopelicula, con valores de capacidad
relativa > 80, 4 cepas con capacidad media y valores de capacidad relativa entre 60 y 80

y finalmente 5 cepas con baja capacidad con valores entre 40 y 60.

En la tabla 6 se resume la capacidad relativa de formacién de biopelicula de cada

una de las cepas evaluadas con el método de microscopia 6ptica.

En la figura 7 se representan estos resultados en forma gréafica y en orden

descendente.

En la figura 8 se presentan los resultados clasificados en base a su origen
anatémico y como se puede observar no hay ninguna relacién entre la capacidad de

formacioén de biopeliculas y el sitio de donde se aisl6 la muestra.
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13.2 Evaluacion de formacion de biopeliculas por Cristal Violeta

Después de un periodo de incubacion de 48 hrs, las 27 cepas provenientes de
aislados clinicos y la cepa de referencia fueron fijadas, tefiidas con cristal violeta y
posteriormente destefiidas, recuperando con alcohol el colorante que se habia adherido
a las células y midiendo la absorbancia correspondiente. Los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado y los valores que se muestran corresponden a los promedios de las

lecturas en el espectrofotémetro a una A de 595 nm.

Se encontré que de las 27 cepas de aislados clinicos y la cepa de referencia, 8
cepas presentaron alta capacidad de formacién de biopelicula, con valores de capacidad
relativa > 71, 10 cepas con capacidad media y valores de capacidad relativa entre 42 y 71

y finalmente 10 cepas con baja capacidad con valeres entre 13 y 42.

En la tabla 7 se resume la capacidad relativa de formacién de biopelicula de cada

una de las cepas evaluada con el método de CV.

En la figura 9 se representan estos resultados en forma grafica y en orden

descendente.

En la figura 10 se presentan los resultados clasificados en base a su origen
anatomico y como se puede observar no hay ninguna relaciéon entre la capacidad de

formacion de biopeliculas y el sitio de donde se aisl6 la muestra.
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Tabla 7. Capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula evaluada por el método de CV.

(Ordenadas de mayor a menor, se escribe ademas el origen anatémico)

Capacidad relativa para
formar biopelicula

Cepa/origen anatémico

Absrelativa a A=595

1 Referencia 100

19 Unas 97.78

5 Boca 95.35

Alta Capacidad: 18 Unas 90.59
Abs relativa 2 71 2 Unas 87.23
8 Boca 86.29

27 Ufas 84.77

9 Piel 76.26

22 Aspirado bronquial 67.22

24 Boca 59.5

28 Boca 58.87

6 Unas 57.91

Media Capacidad:

71 >Abs relativa = 42 1 Boca 21067
4 Unas 48.31

13 Piel 46.19

7 Sangre 46.16

10 Orina 44.22

25 Unas 43.43

23 Boca 29.44

17 Unas 28.47

26 Sangre 25.22

12 Sangre 25.17

Baja Capacidad: 11 Boca 24.07
42 >Abs relativa 213 16 Boca 23.59
3 Boca 23.44

20 Sangre 17.96

21 Piel 17.87

15 Unas 14
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Figura 9. Comparacidn de la capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de
CV ordenadas de mayor a menor. (La linea naranja indica las cepas con alta capacidad, la linea morada
las de media capacidad y la linea azul las de baja capacidad). Valores promedio de tres experimentos
independientes.
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Figura 10. Comparacion de la capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de
CV. Ordenadas por origen anatomico. (Nétese que el origen anatémico no esta relacionado con la
absorbancia relativa). Valores promedio de tres experimentos independientes.
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13.3 Evaluacion de formacion de biopeliculas por medio de
viabilidad celular (reduccion del XTT)

Tras llevar a cabo el ensayo se obtuvieron los siguientes resultados. Los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los valores que se muestran

corresponden a los promedios de las lecturas en el espectrofotémetro a una A 490 nm.

En la tabla 8 se resume la capacidad relativa de formacién de biopelicula de cada

una de las cepas evaluada con el método de reduccion del XTT.

En la figura 11 se representan estos resultados en forma gréafica y en orden

descendente.

En la figura 12 se presentan los resultados clasificados en base a su origen
anatémico y como se puede observar no hay ninguna relacién entre la capacidad de
formacion de biopeliculas y el sitio de donde se aisl6 la muestra, al igual que en los otros

dos métodos.
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Tabla 8. Capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de XTT, ordenadas de
mayor a menor, se escribe ademas el origen anatémico.

Capacidad relativa para formar Ori L Concentracion
biopelicula rigen anatomico/Cepa relativa
Alta capacidad: 22 Aspirado bronquial 100
Concentracion relativa > 68 1 Boca 81.01
8 Boca 78.64
Media capacidad: 13 Piel 41.35
68 > Concentracion relativa = 36 Referencia 38.16
4 Unas 33.89
23 Boca 32.94
16 Boca 28
21 Piel 27.86
26 Sangre 24.57
3 Boca 23.35
Baja capacidad: 5 Boca 22.16
36 > Concentracion relativa = 4 24 Boca 20.23
2 Ufas 15.55
9 Piel 14.91
14 Boca 8.81
12 Sangre 8.5
27 Ufas 7.05
7 Sangre 6.54
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Figura 11. Comparacion de la capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de
reduccion del XTT. Ordenadas de mayor a menor. (La linea naranja indica las cepas con alta capacidad,

la linea morada las de media capacidad y la linea azul las de baja capacidad. Valores promedio de tres
experimentos independientes.)
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Figura 12. Comparacion de la capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el

método de reduccion de XTT ordenadas por origen anatomico. (Valores promedio de tres
experimentos independientes)
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Fig. 13 Ensayo de reduccion del XTT en microplaca. (La fila inferior rodeada por guiones
corresponde a la curva patron, y las cepas estan acomodadas por triplicado de arriba hacia abajo y de
izquierda a derecha tal como indica la elipse de linea continua situada en este ejemplo sobre la cepa 1)

En la figura 14 se comparan los resultados obtenidos con los tres métodos:
microscopia oOptica, cristal violeta y reducciéon del XTT. Si bien las tres metodologias
fueron reproducibles considerando las tres veces que se repiti6 cada ensayo, podemos
ver que hubo variaciones importantes en cuanto a la clasificacion de las cepas que

proporcioné cada método.
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Figura. 14 Comparacion de los 3 métodos respecto al porcentaje de cepas clasificadas en cada
grupo. (Alta, media y baja capacidad para formar biopelicula).
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14.DISCUSION

Candida albicans y otras especies del género Candida, son la cuarta causa mds
comun de infecciones del torrente circulatorio. Muchas de las candidiasis se encuentran
asociadas a la formaciéon de biopeliculas sobre catéteres, prétesis dentales, valvulas
cardiacas protésicas y otros dispositivos biomédicos (Barnejee 1991, Jarvis 1995, Salavert

2006, Jatfar 2007).

La adherencia de C. albicans a las células del huésped o a biodispositivos
constituye el primer paso para la colonizacién y desarrollo de la infeccién. Una vez que
las células se han adherido son capaces de formar una estructura tridimensional de
levaduras e hifas envueltas en una matriz exopolimérica estableciendo asi, un sistema
de vida que las hace mas resistentes tanto a los mecanismos de defensa del huésped

como a los antifingicos.

Por otra parte, se ha demostrado que la hidrofobicidad de las levaduras es un
factor importante para que puedan adherirse a diversas superficies y ésta caracteristica

es directamente proporcional a la produccién de biopeliculas (Blanco, 2010).

Debido a que estas infecciones son dificiles de tratar, en los tltimos afios se ha
incrementado el nimero de investigaciones enfocadas en entender los aspectos
genéticos y bioquimicos de la formacién de biopeliculas y sus caracteristicas de
resistencia a los antifingicos. En este sentido, en nuestro laboratorio tenemos especial

interés en profundizar en los genes implicados en este proceso. Para abordar estos
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estudios necesitamos contar con cepas que presenten diferentes capacidades de
formacion de biopeliculas y es esta la aportaciéon del presente trabajo de tesis, en el cual
se ha estandarizado la metodologia para lograr este tipo de crecimiento y evaluado la
formacion de biopeliculas por tres métodos distintos que fueron observacion directa por
medio de microscopia 6ptica, viabilidad celular (reduccion del XTT) y tincién con cristal
violeta (CV). Por medio de estas técnicas fue posible clasificar cepas de C. albicans
provenientes de aislados clinicos en alta, media y baja capacidad de formacién de las

mismas.

A pesar de que existen diversos métodos para la produccién in vitro de
biopeliculas de C. albicans, las placas de poliestireno han resultado de gran utilidad
debido a que promueven la adherencia de las levaduras, incluso, han sido consideradas
como la técnica de eleccion para llevar a cabo este proceso (Ramage 2005).

En este trabajo se estandarizaron las condiciones para obtener biopeliculas
maduras en placas de poliestireno de 96 pozos. Una de las etapas claves de este proceso
fue la fase previa de adhesion de la levadura a la placa empleando PBS, lo que
increment6 el nimero de células adherentes y favorecié la etapa de formacién de la
biopelicula.

Se han reportado diferentes condiciones de crecimiento para la obtencion de
biopeliculas maduras que incluyen variantes en los medios de cultivo empleados,

temperaturas y tiempos de incubacién. Se ha demostrado que el uso del medio RPMI
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1640 es el mas adecuado ya que origina levaduras con caracter hidrofébico lo que
posibilita su adherencia a las placas de poliestireno (Blanco, 2010).

Para poder comparar la formacién de biopeliculas es indispensable tener u
método eficiente y reproducible para cuantificacion. Dentro de los métodos que se
emplean con mayor frecuencia se encuentran la cuantificacién de biopeliculas por medio
de reduccién del XTT y la evaluacién con cristal violeta (Shin 2002, Melo 2003, Li 2003,
Valentin 2007, Melo 2011, Villar 2011, Taff 2012). En este trabajo se compararon estos dos

métodos indirectos con un método directo que fue la microscopia dptica.

La evaluacién por microscopia, por ser un método en el que se observan de
manera directa las células presentes en la biopelicula, nos permite ver la estructura y
morfologia que presenta cada cepa. Se considera que hay una eficiente formacion de
biopelicula cuando se observan levaduras, hifas y pseudohifas rodeadas de una matriz
exopolimérica formando una estructura tridimensional. Se observé que habia una gran
diversidad en la formacion de biopeliculas de las diferentes cepas por lo que decidimos

recurrir a medir el porcentaje de superficie cubierta.

A pesar de las bondades de la observacién directa, resulta un trabajo intenso
cuando se desea evaluar la capacidad para formar biopeliculas de un gran nimero de

cepas y tiene la desventaja de que depende de la apreciacién del observador.

Respecto a la tincién con cristal violeta es un método que tifie tanto células
metabdlicamente activas asi como las matrices extracelulares en las biopeliculas

maduras, y a pesar de que se usa mas frecuentemente para el estudio de biopeliculas
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bacterianas Li y colaboradores (2003) mencionan que existe una correlacién alta con el
método de XTT al igual que Peeters (2008). Melo (2011) menciona que esta correlaciéon
entre ambos métodos se mantiene incluso comparandolo con el analisis de la biopelicula
por medio de microscopia electronica de barrido. Dentro de las ventajas adicionales de

este método estd su sencillez, rapidez y bajo costo.

Pannanusorn (2012) reporta que hay una relacion directa entre el método de XTT

y la observacion directa al microscopio de las biopeliculas.

En este trabajo, comparando las figuras 7, 9 y 11, encontramos que el método de
reduccién de XTT fue el que mas se alejé de lo que se observo en la microscopia 6ptica,
mostrando que el método del cristal violeta permite distinguir mejor variaciones de la
capacidad de formaciéon de biopeliculas entre cepas de aislados clinicos sobre todo
cuando estas variaciones son pequefas.

Como se observa en la figura 14 el porcentaje de cepas asignado a cada grupo

varia de manera importante dependiendo del método empleado.

Entre las caracteristicas del método de XTT se encuentra su alto costo, un tiempo
mayor para obtener resultados respecto al CV, sin embargo, puede discernir entre las
células metabdlicamente activas y las que no lo estan. Por su parte, el método de CV tifie
células activas y matrices extracelulares. Melo (2011) y Li (2003) reportan diferencias
entre el método de CV respecto al de XTT, llegando a considerar el de CV como el mas
apropiado para discernir entre cepas de alta, baja 0 media capacidad para producir

biopeliculas lo que estd de acuerdo con nuestros resultados. Melo, Li y Valentin 2007,
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sugieren emplear el método de XTT preferentemente para evaluar la actividad de
antifingicos en una sola cepa. No obstante, Taff 2012 considera que el método de
reduccion del XTT es el mas eficiente y reproducible permitiendo detectar diferencias
muy pequefas entre la capacidad de formacién de biopeliculas.

Por otra parte, en ninguno de los tres métodos se logré demostrar relaciéon alguna
entre el origen anatémico y la capacidad para formar biopeliculas, pues como se puede
observar en las tablas de resultados, las cepas de determinado origen anatémico, por
ejemplo ufias, se encuentran caracterizadas con alta, media y baja capacidad. Esto se
puede observar en las figuras 8, 10 y 12.

Existen trabajos previos donde se analiza la relacién entre la formacion de
biopeliculas y el origen del aislamiento y los resultados son contradictorios: Kuhn (2002)
y colaboradores sugieren que aislamientos de C. albicans recuperados de fuentes
invasoras presentan una mayor capacidad de formacion de biopeliculas, sin embargo,
autores como Jin (2003), Li (2003), Shin (2002) y Duran (2007) no pudieron establecer
diferencias en la formacion de biopeliculas entre aislamientos provenientes de diferentes
muestras clinicas y las diferencias parecen deberse a diferencias en las metodologias y el
namero de cepas empleadas. Incluso, Villar (2011) sugiere que los resultados se ven
influenciados por el origen geogréfico de los aislados tal y como sucede con la expresiéon
de otros factores de virulencia y las susceptibilidades a antifingicos en ensayos in vitro.

Respecto a la cepa de referencia empleada (C. albicans ATCC 10231) presenta
bajos niveles de hidrofobicidad, adherencia a plastico y formacién de biopeliculas

(Blanco 2010).
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La importancia del presente trabajo reside en que se apoyard a futuras
investigaciones al establecer condiciones dptimas para la formacioén de biopeliculas de
Candida albicans y la clasificacion de cepas en cuanto a su capacidad formadora. Con
estos datos se espera profundizar en la importancia de algunos genes en el desarrollo de

las biopeliculas.
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15.CONCLUSIONES

Se lograron estandarizar las condiciones para formaciéon de biopeliculas en
microplacas de poliestireno de 96 pozos con medio RPMI (70%), PBS (25%) y
suero (5%) y un periodo de incubacién previa de 90 minutos en PBS para
favorecer la adhesion.

Se comparo la técnica directa de microscopia con los métodos indirectos de CV'y
reducciéon de XTT, encontrando diferencias importantes entre los resultados de
cada una de estas técnicas, permitiendo proponer al CV como una mejor
alternativa al método de observacién al microscopio

La comparacion de la formacion de biopeliculas de 27 aislados clinicos de Candida
albicans y la cepa de referencia ATCC 10231, empleando las técnicas de
microscopia, viabilidad celular y cristal violeta, demostré que no hay relacién con
el sitio anatémico del que proviene la cepa.

Estos resultados permitieron establecer diferencias en la capacidad de formacién
de biopeliculas de cepas de Candida albicans, lo que nos permitird utilizarlas para

el estudio de la expresion de genes involucrados en este proceso.
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16.ANEXO

16.1 Ciristal Violeta al 0.5%

Cristal violeta 05g

Etanol de 95° 20 mL

Oxalato de amonio 08 g
80 mL

Agua destilada

Preparacion: Disolver el CV en el etanol y el oxalato de amonio en
agua, mezclar las 2 soluciones.

16.2 Preparaciéon de medio YPD
-Extracto de Levadura 1g
-Peptona 2g
-Dextrosa 1g
-(Agar 1.5g.)

Disolver con 100 mL agua destilada y esterilizar por autoclave (15,
15Lb, 121°C)

16.3 PBS (solucion amortiguadora de fosfatos)
-0.14 M NaCl
-2.7 mMKCl
-4.3 mM Na,HPO,
QLSInhA]KEbPCM
Ajustar la soluciéon a pH 7
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