T UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

A s
) :ﬁ DE MEXICO
v aos CENTRO DE FiSICA APLICADA
Mo Y TECNOLOGIA AVANZADA

ELABORACION Y ESTANDARIZACION DE CALCULOS RENALES

ARTIFICIALES INFECTADOS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
LICENCIADO EN TECNOLOGIA
PRESENTA:

ARMANDO LUNA SUAREZ

ASESOR: ACHIM MAX LOSKE MEHLING

JURIQUILLA, QUERETARO 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada

INIVERADAD NACIONAL
AvENMA DL
Mizi

Asunto: VOTOS APROBATORIOS

DR. RAMIRO PEREZ CAMPOS

DIRECTOR DEL CFATA, UNAM

PRESENTE
ATN: Dr. Jose Luis Aragon Vera
Coordinador de la Licenciatura en
Tecnologia

En cumplimiento del Articulo 26 del Reglamento General de Examenes, nos
permitimos comunicar a usted que revisamos la Tesis con titulo “Elaboracion y
estandarizacion de calculos renales artificiales infectados” , que presenta el
pasante Luna Suarez Armando, con nimero de cuenta: 408061410 para seguir con
la opcion de titulacion por tesis y examen profesional en la carrera de Licenciatura en
Tecnologia.

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en
el EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO
APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Juriquilla, Qro. a _11_del mes de nov_del afno 2011.

L)
NOMBRE FIRMADE [ENTERADO
PRESIDENTE Dr. Juan Bibiano Morales ’
Malacara
SECRETARIO Dr. Achim Max Loske
Mehling
VOCAL Dra. Luz Maria Loépez
Marin
1er. SUPLENTE Dr. Pedro Salas Castillo
2° SUPLENTE Dra. Concepcion Arenas
Arrocena




RESUMEN

Este trabajo se realizé con el fin de elaborar un procedimiento estdndar para la sintesis de
calculos renales artificiales infectados. Cuando un paciente con urolitiasis es tratado con litotri-
cia extracorporea por ondas de choque es posible que sus cdlculos estén infectados con bacterias
del tipo gram negativo. Al lisarse estos microrganismos se libera gran cantidad de endotoxinas,
también llamadas lipopolisacaridos, provocando la activaciéon desmedida de la respuesta inmune
y en un porcentaje relativamente alto, la muerte del paciente por choque séptico. Se trabajo con
Escherichia coli por ser la bacteria de mayor incidencia en los cdlculos renales y con las varieda-
des XL Blue y ATCC 25922, ambas por no ser patégenas y requerir un manejo de bioseguridad
nivel 1. Los resultados mostraron que al adaptar la bacteria cultivada a un medio rico en sulfato
de calcio, el modelo tiene un tiempo de vida util mayor que si se utiliza una cepa ordinaria. Se
midi6 también la contribucion independiente de cada variable estudiada y se obtuvo un proce-
dimiento estandar para la elaboraciéon de modelos infectados. Los célculos elaborados bajo este
procedimiento servirdn como modelo en el estudio in vitro de la posible inactivacion de bacte-
rias y la difusién de endotoxinas en el organismo cuando éstos sean sometidos a pulverizacion
por ondas de choque. Adicionalmente, se demostro la factibilidad de caracterizar el modelo im-
plementado en cuanto a carga bacteriana, empleando microscopia electronica de barrido (MEB)
y endotoxinas liberadas, mediante anélisis de sus componentes grasos determinado por croma-
tografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Palabras clave: litoricia extracorpdrea, endotoxinas, lipopolisacdridos, urolitiasis, calculo re-
nal artificial, Escherichia coli.
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CAPITULO

INTRODUCCION

La urolitiasis es una enfermedad que consiste en la formacién y acumulacion de cristales
de calcio, acido trico, estruvita e inclusive, en casos muy raros, de cistina (cuando el paciente
excreta gran cantidad de aminodcidos por la orina). Estos litos se forman en los rifiones y pueden
ser expulsados por la orina de forma natural si son menores a 1 mm [1]. Cuando son de mayor
tamafio se alojan en el rifién y pueden ser portadores de bacterias.

Si no se atiende a tiempo este padecimiento puede derivar en complicaciones como insu-
ficiencia renal severa. Ello por el dafio fisico que sufre el rifién por la presencia de los litos y
por el contenido bacteriano de los mismos. Estas bacterias pueden provocar inflamacién y dis-
minucidn de las funciones renales hasta en un 90 % [2]. Las estadisticas sefialan que la bacteria
Escherichia coli es 1a causante del 90 % de las infecciones en vias urinarias [3].

Existen diversos factores que influyen en la susceptibilidad a este padecimiento, entre otros,
la edad (entre 15 y 45 afios), el género (los hombres son 2 o 3 veces mds propensos que las
mujeres), la dieta (personas con alto consumo protéico y baja ingesta de agua), antecedentes
familiares y presencia de infecciones en vias urinarias [3].

En pacientes con urolitiasis es frecuente que los célculos renales estén contaminados por
bacterias, especialmente del tipo gram-negativo. Estas bacterias se caracterizan por tener lipo-
polisacéridos (LPSs) en su membrana externa. Los LPSs, también llamados endotoxinas, poseen
el antigeno O, que actiia como receptor para los bacteriéfagos, desencadenando la respuesta in-
mune en el organismo [20].

VII



La litotricia extracorpdrea es un procedimiento ambulatorio y no invasivo en el que, a través
de ondas de choque emitidas por un litritor se pulverizan los calculos renales del paciente para
que pueda expulsarlos facilmente y sin dolor por la orina [5]. Durante este tratamiento es posible
que las bacterias sufran lisis. La lisis de las bacterias que se encuentran dentro del célculo puede
provocar la entrada repentina de una gran cantidad de LPSs al torrente sanguineo. De ser asi, el
paciente puede sufrir un choque anafilactico y, si no es atendido de inmediato, puede morir [4].
Lamentablemente existe muy poca informacion sobre la interaccion de las ondas de choque con
los microorganismos que proliferan dentro de un célculo urinario.

Estudiando la interaccién de las ondas de choque con las bacterias contenidas en los litos,
puede ser posible diseiar métodos alternativos que permitan evitar o reducir la incidencia de la
anafilaxis posterior a la litotricia extracorpérea. Para lograr este objetivo, es indispensable contar
con un modelo de cédlculo renal infectado que sea reproducible y representativo del caso clinico.
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Figura 1.1: Fotografia de célculos renales.



CAPITULO

2
ANTECEDENTES

2.1

Sobre las ondas de choque

Una onda de choque se produce con un aumento subito de energia mecanica, eléctrica,
quimica o nuclear en un espacio limitado, produciendo un cambio repentino en la presion, densi-
dad, temperatura, entropia y velocidad de particula. Las ondas de choque se propagan de manera
similar a las actsticas, sin embargo poseen alta energia y consisten en un sélo pulso de alta pre-
sidn, con tiempo de ascenso de algunos nanosegundos, seguido de una reduccion de presion con
duracién de unos cuantos microsegundos. En aplicaciones médicas se usa este tipo de onda de-
bido a la baja atenuacion en la propagacion a través del cuerpo humano. Durante un tratamiento
de litotricia extracoprorea por ondas de choque (LEOCH) se generan cientos de ondas de cho-
que. A pesar de ello no se ha reportado un daiio en los tejidos por aumento de la temperatura [5].
Los danos al tejido se deben a efectos de cavitacion acustica y a los esfuerzos generados por las
variaciones de presion tan intensas.

Cuando una onda de choque pasa a través de un medio, hay una pérdida de energia causando
una reduccion en la amplitud de la presion. La amplitud de la presion decrece exponencialmente
mientras mas grande es el recorrido a través del tejido. La penetracion en el tejido depende de
la frecuencia de la onda [5].
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Figura 2.1: Variacion de presion de un frente de choque en agua, del tipo usado para las aplica-
ciones médicas

Los litotritores clinicos tienen un espectro de frecuencia que va desde los 20 kHz hasta
pocos MHz. La mayor parte de la energia estd entre 100 kHz y 1 MHz, con un pico cercano
a los 300 kHz. La energia total del pulso esta en el rango de 10 a 100 mJ [6] y las densidades
de enegfa varfan entre 0.2 y 2.0 mJ/mm?. La densidad de energfa se define como la cantidad
de energfa actstica transmitida a través de 1 mm? por pulso [5]. Cuando una onda de choque
que viaja a través del tejido blando se encuentra con un objeto de impedancia acustica diferente
(cdlculo urinario), se generan esfuerzos muy grandes que pueden llegar a fracturar dicho objeto.
Los principales efectos responsables de la fractura de calculos urinarios durante LEOCH son la
compresion, la cavitacién acustica y el efecto Hopkinson [15].

2.2

Litotricia extracorporea y otros procedimientos

La LEOCH es una opcion en el tratamiento cuando los célculos renales tienen un tamafo de
entre 2 y 10 mm. Si el lito es menor a 2 mm eventualmente puede ser reducido quimicamen-
te con medicamentos, como el citrato de potasio [7]. Una alternativa es la ureterorrenoscopia,
es decir, el uso de un endoscopio para pulverizar el cdlculo. Con el ureteroscopio se visualiza
el interior con una cdmara de video en miniatura. Ademads cuenta con sistemas para pulverizar
calculos urinarios (laser, electrohidraulico, neumatico y ultrasénico) [10].



La LEOCH es un tratamiento ambulatorio en el que el especialista dirige las ondas de choque
del litotritor hacia el lito para reducirlo a fragmentos pequeios que pueda expulsar el paciente
por la orina. Previamente se le suministran antibidticos al paciente para eliminar la dispersion de
bacterias en el torrente sanguineo y en la orina. Frecuentemente la mayor carga microbiana se
encuentra en el interior del calculo, en donde no tiene efecto el medicamento suministrado. Por
ello, entre el 1 y el 2% de los pacientes que son tratados con LEOCH experimentan un choque
séptico durante o después del tratamiento [20].

2.3

Uso de Escherichia coli

Como se menciond en la introduccion, esta bacteria es la de mayor incidencia en las vias
urinarias [3], por lo que la seleccién de Escherichia coli para el procedimiento de fabricacion
de calculos renales artificiales infectados es representativo del caso clinico. Es una bacteria de
tipo gram-negativo. Estas bacterias provocan choque séptico al ser lisadas porque su membrana
estd constituida por lipopolisacaridos que son reconocidos por el sistema inmune para activar su
respuesta. El problema es la gran cantidad de este lipopolisacérido en el organismo en tan poco
tiempo [4].

Las bacterias gram-negativas se denominan de esa forma porque no se tifien de azul oscuro
o violeta con la tincion de Gram. Esto es resultado de la estructura misma de la membrana. Las
bacterias gram-negativas poseen doble capa lipidica y por lo mismo la tincién de Gram no al-
canza a penetrar en ellas, dejandolas de un color rosa [11].

La conformacién de los lipopolisacdridos que contienen las bacterias como la Escherichia
coli se muestra en la figura 2.2. Para su estudio se puede dividir la estructura de un lipopolisacari-
do, también llamado endotoxina, en tres partes: lipido A, regién R o nicleo y el antigeno O. El
lipido A esta conformado por dos unidades de N-acetilglucosamina unidos por un enlace beta.
La region R estd formada por una serie de monosacaridos. Region de interés es la del antigeno
O, pues es la parte que reconoce los bacteriéfagos y la que desencadena la respuesta inmune y
queda estructuralmente sin alteraciones a la muerte o lisis de la bacteria que lo contiene.
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Figura 2.2: Diagrama de la conformacién de un lipopolisacarido



CAPITULO

3
OBJETIVOS

Desarrollar y describir una técnica para elaborar cdlculos renales artificiales infectados es-
tandarizados para ser usados en investigacion bdésica relacionada con litotricia extracorpdrea e
invasiva.

Elaborar calculos artificiales de calcio infectados con Escherichia coli.

Evaluar los célculos artificiales desde el punto de vista microbiolégico.



CAPITULO

4

METODOLOGIA

En este capitulo se detalla el procedimiento para el tratamiento del cultivo, la obtencién de
la cepa adaptada, la elaboracién de los moldes, la sintesis de los célculos renales artificiales
infectados y el procedimiento para identificar los LPSs endot6xicos. Se evaluaron dos cepas de
Escherichia coli, 1a variedad XL Blue y la ATCC 25922, ambas no patégenas y por tanto mane-
jables en laboratorios con nivel de bioseguridad 1.

Ambas cepas se analizaron realizando experimentos con distintas variables con el fin de
conocer su comportamiento ante condiciones diferentes de conservacion hasta su uso. De los
resultados presentados se pudo hacer una seleccion de la bacteria a utilizar, el tratamiento que
se le debe dar y las condiciones en que debe estar, de tal forma que se puedan obtener resultados
con menos variabilidad en los experimentos que se llevardn a cabo con estos cdlculos renales
artificiales infectados.

4.1

Preparacion del cultivo

Los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922 se mantuvieron en refrigeracion a 4°C en tu-
bos de agar inclinados. Primero se prepard el medio. Se pesaron 1.5 gramos de polvo para caldo
de soya tripticaseina y se incorporaron a 50 ml de agua destilada, revolviendo la mezcla con un



agitador magnético sobre una plancha térmica, usando un matraz erlenmeyer de 250 ml.

Una vez disuelto el contenido, se retird el agitador magnético, se cubrié el matraz con un
tapon de gasa y algoddn, se colocé un pedazo de papel aluminio y se sell6 con masking tape.
Posteriormente se le adhirié al matraz un pedazo pequeio de cinta testigo. Este procedimiento
se hizo por triplicado, para contar con el sustrato necesario para el procedimiento.

Se colocaron los tres recipientes con 50 ml de caldo de soya tripticaseina sellados en el au-
toclave a 121°C por 15 minutos para esterilizar el contenido. Transcurrido el tiempo, se sacaron
los 3 matraces, se dejaron enfriar y se guardaron dos.

Sobre una mesa desinfectada, con un mechero bunsen y una asa para inocular esterilizada
con el fuego del mechero, se tom6 la muestra del tubo de agar inclinado y se inocul6 el caldo
de cultivo. En este punto es conveniente sefialar que el tubo inclinado con el cultivo se debe
sacar de refrigeracion, dejandolo al menos 15 minutos a temperatura ambiente. Asimismo, el
matraz con caldo de cultivo no se debe usar inmediatamente después de sacarlo del autoclave.
El objetivo de estas dos medidas es evitar en lo posible un choque térmico para la bacteria.

El matraz inoculado se colocé en una incubadora a 37°C por 24 horas. Transcurrido es-
te tiempo se observo crecimiento bacteriano por la turbidez del contenido, lo cual se puede
apreciar en la figura 4.1. En ambiente estéril, se tom6 nuevamente una asada del contenido del
matraz y se inocul6 otro de los que se tenian en reserva. El nuevo matraz inoculado se dejo en
incubacién, también a 37°C, pero por 18 horas. El matraz del cual se tom¢ la asada se dejo en
refrigeracion para que su contenido fuera inactivado en autoclave.

Figura 4.1: Comparacion entre solucion infectada (izquierda) y solucidn sin infectar (derecha).

Transcurridas las 18 horas de incubacion, con una pipeta estéril, se tomo el contenido del



matraz y se vertio en 4 tubos para centrifuga (10 ml en cada tubo). Se introdujeron los tubos en
la centrifuga Vanguard V6000 del fabricante Hamilton Bell a 10,000 rpm por 10 minutos. Des-
pués de esto las bacterias se encontraban sedimentadas, pudiendo retirarse el sobrenadante con
facilidad y sustituyéndolo por 10 ml de solucién salina isoténica al 0.85 %. Se homogeneizé la
mezcla con un agitador tipo vortex por 30 segundos y se obtuvo la cepa para la infeccién de los
calculos renales artificiales.

4.2

Preparacion de los moldes

Para obtener cdlculos de tamaiio y morfologia estandar, se usé una manguera de pléstico
transparente de 10 mm de didmetro y se hicieron cortes rectos en secciones perpendiculares de
10 mm de largo. Los moldes cortados se dejaron remojar con una ligera agitacion por 3 minutos
en un recipiente con agua y jabon liquido neutro, se enjuagaron y se dejaron secar. Una vez
secos, se dejaron inmersos en una solucién de etanol al 35 % durante 30 minutos, con el fin de
esterilizarlos. Transcurrido ese tiempo, se dejaron secar en un ambiente estéril (campana de flujo
laminar, sobre mesa desinfectada con etanol y cloro y con mechero bunsen encendido).

Los moldes se manipularon usando guantes estériles. En uno de los lados de los cilindros
se coloco una seccion cuadrada de 15 mm por lado de parafilm, estirando bien la pelicula, sin
que se rompiera, para que se adhiriera a las paredes del molde. Con los moldes ya preparados se
procedio a la siguiente parte del proceso.

Figura 4.2: Moldes para preparar modelos de célculos de sulfato de calcio infectado.
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4.3

Preparacion de los modelos infectados

Se pesaron 1g de Vel-Mix Stone (Kerr Corporation, USA) y 9g de sulfato de calcio dihidra-
tado; se mezclaron ambos compuestos y posteriormente se les agregaron 10 ml de la solucién
salina isotonica con la bacteria. Esto se hizo sobre una charola para pesar, mezclando con una
espatula de acero inoxidable. Una vez homogeneizada la mezcla, se vertié con cuidado con la
misma espdtula en los moldes previamente preparados. Se dejaron secar cerca del mechero en-
cendido. Al término de las dos horas, se retird el parafilm, se sacaron los cdlculos del molde con
ayuda de una varilla de vidrio, y se obtuvieron los cdlculos renales artificiales infectados, como
se ilustra en la figura 4.3.

(a) (b) () (d)

o
2~ = B8 >

Figura 4.3: Fabricacion del modelo infectado. (a) Sellar un extremo con parafilm, (b) llenar con
la suspension de sulfato de calcio y la bacteria, (c) dejar secando bajo el mechero por 2 horas,
(d) sacar el modelo del molde.

4.4

Preparacion de la cepa adaptada

Se tom6 un calculo renal artificial infectado, después de 8 horas de su preparacion y se co-
loc6 en una bolsa estéril, se afiadieron 10 ml de solucién salina isoténica y se disolvié con los
dedos hasta obtener un liquido blanco y sin sedimentos. Con una micropipeta y usando puntas
estériles, se tomd 1 ml de dicha muestra, se hicieron 6 diluciones consecutivas con el contenido
infectado (detalles de este procedimiento en el capitulo siguiente) y se cultivaron por 24 horas
en cajas petri con agar de soya tripticaseina, 1 ml del contenido de la dilucion 5 y otra caja con
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1 ml de la dilucion 6.

Trascurridas las 24 horas, se observo si habia unidades formadoras de colonias (UFC) en la
caja petri con el contenido de la dilucién 6. En tal caso, se tomd con un asa una muestra de una
UFC y se cultivé en 50 ml de caldo de soya tripticaseina. Después de 24 horas de incubacion,
se uso este caldo para la preparacion de la cepa como se describié en el primer apartado del
presente capitulo.

4.5

Preparacion del modelo para la micrografia en
microscopio electronico de barrido

Para tomar una imagen del modelo infectado por microscopia electronica de barrido (MEB)
se requirio una preparacion previa. Una vez sintetizado el calculo artificial infectado se introdujo
en un recipiente pequefio con una solucién de paraformaldehido al 8 % por 3 dias en refrigera-
cién a 4°C [13]. Este procedimiento se utilizé para fijar la estructura de la célula mediante
entrecruzamiento de los enlaces formados entre el formaldehido y grupos amina, dejando una
estructura inmovil. Transcurridos los 3 dias en la solucién de paraformaldehido, se retiré la
muestra con unas pinzas, evitando tocar la seccion a observar.

Figura 4.4: Izquierda: Cdmara Branson 3210. Derecha: Sputter Coater (EMS 550).
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Posteriormente, la muestra fue deshidratada para ser analizada mediante MEB. En resumen,
la muestra fue colocada en una solucién al 30% de etanol por una hora. Después se sumer-
gi6 otra hora en una solucion de etanol al 50 %. Este procedimiento se repitié en concentraciones
de 70%, 80% y 90 % por una hora en cada solucién. Al final se dej6 la muestra por 2 horas en
una concentracién de etanol absoluto (99.8 %). Se puli6 el portamuestras de cobre (cilindro de
15 mm de alto por 10 mm de didmetro) con un abrasivo y se sometid a un bafio ultrasénico en
acetona por 10 minutos (en la caAmara Branson 3210 Ultrasonic System) para eliminar impure-
zas.

Después de sacar el portamuestras del bafio ultrasénico s6lo se usaron pinzas para manipu-
larlo. Se le coloc6 un cuadro de 10 mm por lado de cinta de carbono de dos caras de adherencia
y se coloco la muestra encima haciendo presion para que no se mueva y quedara fijada correcta-
mente.

Figura 4.5: Microscopio electronico de barrido JEOL JSM 6060LV.

Se colocé el portamuestras con el modelo adherido en el Sputter Coater (EMS 550), una
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camara que mediante gas argon, rociia oro sobre la muestra para que pueda ser visible en el
MED. El modelo fue sometido a este proceso 10 minutos y luego se llevé la muestra al micros-
copio (JEOL JSM 6060LV) para las observaciones.

4.6

Identificacion del lipopolisacarido

Los lipopolisacaridos (LPSs) que desencadenan la respuesta inmune en el organismo pue-
den ser monitoreados mediante andlisis de sus dcidos grasos especificos. Estos dcidos grasos
tienen grupos OH en posicion 3 de la cadena. El método seleccionado para detectar estos acidos
3-hidroxilados fue el andlisis por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de
masas (GC-MS, por sus siglas en inglés gas chromatography-mass spectrometry).

El andlisis de dcidos grasos mediante GC-MS fue realizado después de liberar los 4cidos gra-
sos totales de la muestra (en este caso utilizamos 1 ml de cultivo de Escherichia coli XL Blue)
mediante solvolisis alcalina, y transformacion de los acidos derivados en productos volétiles pa-
ra andlisis por cromatografia de gases (Fig. 4.6).

La solvdlisis alcalina fue realizada afiadiendo 5 ml de KOH (hidréxido de potasio) 1 N en
metanol e incubando 1 hora a 80°C. Enseguida, los 4cidos grasos liberados por ruptura de en-
laces éster, fueron extraidos con hexano, previa acidificacion de la muestra con 4cido acético
glacial.

Una vez que se evapord la muestra se le agregd nitruro de carbono, a fin de transformar el
grupo carboxil -CO-OH a un éster de metilo -CO-OCH3, obteniéndose un derivado volatil, ana-
lizable por cromatografia de gases.

Para completar el tratamiento de la muestra, se le agregd n-trimetilsilil-n-metil trifluoroa-
cetamida (abreviado MSTFA). Al reaccionar el alcohol terciario, aumentando la volatilidad del
derivado graso. El proceso resumido se ilustra en la figura 4.6. Obtenida la muestra tratada se le
introdujo en el EMG y se analizé.

Por ejemplo, el peso molecular del hidrogeno es 1 y el del oxigeno es 16. Para identificar un
grupo alcohol (OH) debemos ver en la tabla un pico en 17 uma. Dependiendo de la altura del
pico es la abundancia de dicha molécula en la muestra.

El equipo utilizado es un GC-MS modelo 5975, del fabricante Agilent Technologies, Massy,
Fracia. La columna utilizada fue una HP-SMS, 5 % fenil-metil-siloxano, de 30m x 0.25 mm y un
espesor de la pelicula de 0.25 micras. Los espectros se realizaron a 70 eV en modo de impacto
de electrones.
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Muestra biolégica
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Figura 4.6: Reaccion de la funcionalizacion del biomarcador en la molécula del LPS.

4.7

Evaluacion de los modelos infectados

Se evaluaron dos cepas de Escherichia coli, 1a variedad XL Blue y la ATCC 25922, ambas
no patégenas y por tanto manejables en laboratorios con nivel de bioseguridad 1. Ambas cepas
se analizaron realizando experimentos con distintas variables con el fin de conocer su comporta-
miento ante condiciones diferentes de conservacion hasta su uso. De los resultados presentados
se pudo hacer una seleccion de la bacteria a utilizar, el tratamiento que se le debe dar y las condi-
ciones en que debe estar, de tal forma que se puedan obtener resultados con menos variabilidad
en los experimentos que se llevaran a cabo con estos calculos renales artificiales infectados. Se
estimé el ndmero de bacterias en los cdlculos infectados en un lapso de 8 horas, se determind la
vida util de los mismos, asi como el intervalo éptimo para realizar las pruebas con los cédlculos
renales artificiales infectados.
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4.7.1

Preparacion del material

Para la evaluacion de los modelos en 5 tiempos diferentes (hora cero, dos, cuatro, seis y
ocho), por triplicado se prepararon 150 tubos con tapa de rosca y 9 ml de solucidn salina isot6ni-
ca al 0.85% en cada uno. Estos tubos se esterilizaron en autoclave (121°C por 15 minutos), al
igual que 20 varillas de vidrio, dos cajas de puntas para micropipeta. Se prepararon ademas 65
cajas petri con agar nutritivo de soya tripticaseina.

BRIREN

Figura 4.7: Material usado en la evaluacién del modelo.

4.7.2

Procedimiento

El procedimiento se realizé en una campana de flujo laminar, usando un mechero bunsen, un
agitador tipo vortex, una micropipeta de 1 ml, guantes y bolsas estériles. A la hora cero (inme-
diatamente después de que el calculo se solidific), se tomd un modelo, se meti6 en una bolsa
de plastico, se le agregaron 9 ml de solucidn salina isoténica y se disolvid con los dedos hasta
formar un liquido blanco sin sedimentos. De esta solucién se tom6 1 ml con la micropipeta y
se vacid en un tubo de solucion salina, se agité con el vortex y se tom6 otro ml de este tubo,
se vertid en el siguiente, y asi hasta tener 8 tubos con diluciones consecutivas del liquido en el
que se disolvio el cédlculo infectado. En cada toma de muestra se cambid la punta para evitar
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contaminacion.

Posteriormente se tom6 1 ml de las dltimas 4 diluciones (5, 6, 7'y 8) y se colocé cada ml en
una caja petri con agar nutritivo, se homogeneiz6 la superficie de la caja distribuyendo el liquido
con una varilla de vidrio, y se dejo secar en la campana de flujo laminar, junto al mechero
bunsen, por 2 horas. Transcurrido ese tiempo se metieron las cajas en una incubadora a 37°C
por 24 horas. Esta prueba se hizo por triplicado y cada dos horas. Después de las 24 horas se
cont6 la cantidad de UFC usando un analizador de cajas petri.

Figura 4.8: Incubadora (izquierda) y caja petri con varias unidades formadoras de colonias (de-
recha).



CAPITULO

5

RESULTADOS

5.1

Evaluacion de la cepa XL Blue

Esta variedad se evalud en 4 condiciones distintas, todas las pruebas se realizaron por tripli-
cado, obteniéndose los siguientes resultados por tipo de prueba. Cabe sefalar que en todos los
casos se muestra la gréfica a lo largo del tiempo de la dilucién 5, por ser la mds representativa
en cuanto al nimero de UFC en el lapso de las primeras 8 horas.

5.1.1

Prueba 1

Esta se llevo a cabo con la metodologia descrita en el capitulo 3, pero sin la parte de adap-
tacion de la bacteria. Se evaluaron los modelos infectados con el procedimiento del capitulo 4.
Los modelos infectados se dejaron a temperatura ambiente (25°C en un ambiente estéril) antes
de evaluarlos.

17
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Bacteria XL Blue sin adaptar y en intemperie
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 608 629 893 407 525
2 141 33.1 132 134 156
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0

Figura 5.1: Numero de UFC de la dilucion 5 por muestra a 5 tiempos diferentes.

En la figura 6.2 podemos observar que existe gran cantidad de bacterias en la hora cero (608
UFC), pero también hay gran variabilidad, pues la barra de error incluso se sale del grafico ( £
629). En la hora dos vemos una disminucién considerable de bacteria viable, y desde la hora
cuatro ya no hay registro de infeccion en la evaluacion de la dilucién 5.

UFC

700
600
500
400
300
200
100

Escherichia coli XL Blue

No adaptada, en intemperie

3 4

o N

5

Tiempo (horas)

o B

Figura 5.2: Gréfico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.
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5.1.2

Prueba 2

Con la misma bacteria sin adaptar, se almacenaron los célculos en bolsas separadas con 9
ml de solucién salina isotdnica al 0.85 % dentro de la incubadora, a 37°C hasta el momento de
evaluarlos (con excepcion de los 3 modelos analizados en la hora cero).

Bacteria XL Blue sin adaptar y en incubacion
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 608 629 893 407 525
2 85 100 130 53 71
4 65 106 114 47 34
6 40 13.8 45 41 34
8 17 20.7 24 20 8

Figura 5.3: Tabla de resultados del nimero de UFC de la dilucién 5 por muestra a 5 tiempos
diferentes.

Durante las primeras dos horas hubo una inactivacién de aproximadamente 80 % y posterior-
mente se observa una disminucién hasta la hora ocho. Es apreciable también una disminucién
de la desviacién estandar en las ultimas dos horas del periodo.

Escherichia coli XL Blue

No adaptada, en incubadora
700
600
500
400
g 300
200
100

0 T -
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (horas)

Figura 5.4: Grafico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.




20

5.1.3

Prueba 3

Para esta prueba se us6 el procedimiento de adaptacion, usando bacterias que resistieron las
ultimas horas en sulfato de calcio, recolectadas de la caja de cultivo de la dilucién menor con
presencia de UFC. Una vez sintetizados los modelos se dejaron a la intemperie, como en la
prueba 1 y se obtuvo la figura 5.6.

Bacteria XL Blue adaptada y en incubacién
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 86 51.8 63 90 104
2 102 61.7 74 109 122
4 70 51.9 84 46 80
6 125 104.4 163 133 80
8 0 0 0 0 0

Figura 5.5: Numero de UFC de la dilucién 5 por muestra a 5 tiempos diferentes.

Al usar esta cepa adaptada se obtuvo menor carga microbiana desde la hora cero, aproxi-
madamente un sexto de bacteria viable en comparacion con la no adaptada. Durante las dos
primeras horas no hubo un cambio significativo, pero si hubo una disminucion considerable
entre la hora dos y la cuatro, llegando a cero a la hora seis.

Escherichia coli XL Blue
Adaptada, en intemperie

400

UFC

1

Tiempo (horas)

Figura 5.6: Gréfico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.
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5.14

Prueba 4

Para este procedimiento se usé la misma cepa adaptada de la prueba 3, pero en lugar de dejar
los modelos a la intemperie se almacenaron en incubacién, a 37°C en 9 ml de solucién salina
isoténica.

Bacteria XL Blue adaptada y en incubacion
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 86 51.8 63 90 104
2 102 61.7 74 109 122
4 70 51.9 84 46 80
6 125 104.4 163 133 80
8 - - - - -

Figura 5.7: Numero de UFC de la dilucién 5 por muestra a 5 tiempos diferentes.

En la figura 6.8 puede apreciarse que el nimero de bacterias se mantiene practicamente cons-
tante durante las primeras seis horas. La hora ocho no se evalud.

Escherichia coli XL Blue
Adaptada, en incubacién

400
350
300
250
200
150
100

UFC

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (horas)

Figura 5.8: Gréfico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.
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5.2

Evaluacion de la cepa ATCC 25922

Se trabajé con una cepa diferente para comparar la resistencia al medio de sulfato de calcio
y determinar si existe una diferencia significativa al usar otra variedad de Escherichia coli.

5.2.1

Prueba 5

Se utiliz6 esta cepa sin adaptacion y dejando los modelos a la intemperie. Lo mdas notorio
fue que con el procedimiento bésico se encontr presencia de UFC hasta la hora ocho, habiendo
menor variabilidad en numero desde la hora cuatro hasta el término del experimento. Durante
las primeras 4 horas se advierte una incertidumbre grande, pero una disminucién de 200 a 20
UFC en ese primer lapso.

Bacteria ATCC 25922 sin adaptar y en intemperie
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 207 109 256 192 172
2 155 130 174 195 96
4 18 25 26 22 7
6 25 26.3 33 13 29
8 15 7.5 15 12 18

Figura 5.9: Numero de UFC de la dilucién 5 por muestra a 5 tiempos diferentes.
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Escherichia coli ATCC 25922

No adaptada, en intemperie
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Figura 5.10: Grafico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.

5.2.2

Prueba 6

Se uso6 la cepa adaptada y los modelos inoculados se dejaron a la intemperie hasta la eva-
luacion. Los resultados mostraron una menor incertidumbre en el intervalo de la hora dos a la
hora ocho y menor disminucién en el nimero de bacterias presentes desde la hora cero hasta la
la hora ocho. Al adaptarse la cepa es visible una disminucion de la infeccién en los modelos, al
igual que con la variedad XL Blue, pero aproximadamente 25 % menor con respecto al cultivo
original. El periodo de menor disminucién en la carga microbiana se registra desde la hora cua-

tro hasta la hora ocho.

_Bacteria ATCC 25922 adaptada y en intemperie
Tiempo | UFC promedio | Desv. Est. | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3
0 152 68.1 183 140 132
2 125 38.1 122 128 -
4 46 57 84 32 23
6 32 24.9 42 33 22
8 32 25.8 20 38 38

Figura 5.11: Numero de UFC de la dilucién 5 por muestra a 5 tiempos diferentes.
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Escherichia coli ATCC 25922
Adaptada, en intemperie
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Figura 5.12: Grafico que muestra la disminucion de las UFC a través del tiempo.

5.3

Micrografias del modelo

Para poder hacer una evaluacién més completa de los modelos infectados es importante co-
nocer no s6lo su composicién quimica y su carga bacteriana, sino también su morfologia. En
la siguiente figura podemos apreciar el tamaifio de los cristales de sulfato de calcio en 4 micro-
grafias a diferentes aumentos. Dichas imdgenes se obtuvieron mediante microscopia electrénica
de barrido, habiendo preparado las muestras con el procedimiento estandar de fijacion con para-
fomaldehido, secado con etanol y recubierto con un una capa fina de oro.

Se observa una serie de cristales con formas prismaticas alargadas y terminaciones en dngu-
los muy cerrados. Es en ese ambiente donde se encuentran las bacteriasen los modelos. En la
siguiente micrografia se puede apreciar la presencia de la bacteria (recuadro) en un modelo in-
fectado. Es sencillo identificar a la bacteria por su caracteristica forma de grano de arroz, con
los extremos redondeados y por su tamafio caracteristicos de aproximadamente 8-10 micras.
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Figura 5.13: Micrografias de un modelo de célculo renal artificial compuesto de 90 % sulfato de
calcio dihidratado y 10 % sulfato de calcio a diferentes aumentos.
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Figura 5.14: Micrografia de un modelo sefialando una bacteria.

Las etiquetas mostradas en las micrografias con las leyendas “Ecoliverde” y "Ecolirosa” co-
rresponden a la clave asignada para el andlisis de las muestras fijadas con paraformaldehido y
glutaraldehido respectivamente, no tiene que ver con alguna caracteristica de la cepa.
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5.4

Analisis del LPS en el GC-MS

Obtenida la muestra tratada se le introdujo en el GC-MS vy se analizé. Lo que mide la espec-
troscopia de masas-gases es la masa de las moléculas introducidas a la columna y trasportadas
por un gas acarreador que no reacciona con la muestra, separando los nucleos atomicos en fun-
cién de su relaciéon masa-carga. En el espectro de masas se observan picos que determinan el
nimero de uma. Conociendo la molécula que se quiere identificar y calculando las uma de su
fragmentacion en diferentes puntos de la cadena molecular es posible identificar la presencia de
ese compuesto en la muestra.

Se observa el pico caracteristico en 175 uma, correspondiente a una ruptura que genera un
fragmento caracteristico de derivados de acidos grasos 3-OH, tipicos de LPS. También se gene-
ran sefiales a 59, 73, 89 y 189, correspondientes a fragmentaciones de los mismos compuestos
grasos (figura 6.15).
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CAPITULO

6

DISCUSION DE RESULTADOS

En estudios anteriores se trabajé con diversos tipos de bacteria, como Salmonella typhimu-
rium y Listeria monocytogenes [20], con el fin de investigar su inactivacién por medio de ondas
de choque. Se habia investigado este mismo proceso incluso en diferentes cepas de Escherichia
coli, como la 0157:H7 y la ATCC 10536. En estos casos se buscaba observar el efecto de las
ondas de choque sobre la bacteria contenida en soluciones e incluso explorando una potencial
aplicacion en la preservacion de alimentos.

Hasta ahora no se habia investigado el uso de las cepas XL Blue y ATCC 25922 de Esche-
richia coli para realizar experimentos ex vivo con la suficiente justificacion experimental para
ser representativas del caso clinico. Tampoco se habia contemplado la posibilidad de darle un
tratamiento previo a la cepa seleccionada, sélo se utilizaba la bacteria sin adaptar.

Fue inesperado el comportamiento de la primera cepa utilizada, la XL Blue, pues no se habia
contemplado la posibilidad de usar otra sino hasta que, después de repetidos intentos en los que
se variaban las condiciones buscando reducir el error experimental, se encontré que era muy
sensible a un medio rico en sulfato de calcio. Lo anterior tenia como consecuencia un periodo
muy corto de viabilidad de la bacteria sin proteccion y sin adaptacion al medio.

Se opt6 por explorar otra cepa, pensando en la ATCC 25922 por ser no patégena (al igual que
la XL Blue) y por su disponibilidad. Desde los primeros experimentos mostré un comportamien-
to de mayor resistencia al medio. La adaptacion de la cepa contribuy6 a disminuir la desviacion
estandar en los resultados al usar los modelos infectados en los estudios subsecuentes.
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Se busco una cepa de E. coli con las caracteristicas adecuadas para asegurar una vida util
mayor del calculo artificial infectado y una variabilidad menor en la determinacion de la carga
microbiana del mismo. Se encontré que de las combinaciones analizadas la de mejor compor-
tamiento es la cepa ATCC 25922 en condiciones de adaptacion y con un almacenamiento en
intemperie (sin incubacion).

En la investigacion llevada a cabo por Gutiérrez J. et al [18], se menciona la medicién de
las proteinas de la bacteria posterior al tratamiento de ondas de choque (media su concentracién
en mg/ml). Sin embargo, en el presente estudio se hace una caracterizacion y cuantificacién
del LPS que provoca el choque séptico y se obtuvo una metodologia més precisa para medir el
fenémeno. Se dej6 de lado la medicion de proteinas pues las que actian como endotoxinas son
muy especificas y la medicidn realizada en el estudio de Gutiérrez no hizo la distincion particu-
lar entre los componentes proteicos.

Adicional al proceso de caracterizacion de la cepa se debe modelar la curva de contenido de
LPS en el medio a través del tiempo sin usar el litotritor y determinar el contenido de endotoxi-
na que se genera por el metabolismo natural de la carga microbiana. Restando este contenido se
podra contar con un procedimiento con menor variabilidad en las mediciones.

Al momento ninguno de los estudios realizados en el estudio de calculos artificiales infec-
tados habia considerado la morfologia del mismo como factor para la lisis de las células. Se
menciona como hipoétesis [8 y 18], pero esta es la primera vez que se observa la microestructura
de los litos infectados por MEB y se ve que la estructura de los cristales de sulfato de calcio, al
tener una forma prismaética alargada y con terminaciones en dngulos cerrados, puede influir de
manera considerable en la lisis de las bacterias al momento de colapsar la estructura cuando la
onda de choque incide sobre el modelo.

Ese fendmeno estructural en si mismo es objeto de otro estudio mds detallado, sin embargo
lo planteado en el presente escrito es una base en la biisqueda de un procedimiento de LEOCH
que fragmente los cdlculos renales dispersando la menor cantidad posible de endotoxina.



CAPITULO

7
CONCLUSIONES

1. Si bien, con 3 réplicas por experimento fue posible encontrar una tendencia en la disminu-
cién de la carga microbiana, se requiere de un niimero mayor de repeticiones para poder analizar
estadisticamente el fendmeno estudiado.

2. La cepa que muestra un mejor comportamiento para su uso en fabricacién de cdlculos
renales infectados es la ATCC 25922, pues tiene un tiempo de vida mayor que la cepa XL Blue.

3. La metodologia presentada para adaptar la cepa ATCC 25922 es recomendable para cum-
plir los objetivos propuestos en esta tesis.
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