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‘Chere is a single light of science,
and lo brighten it anywhere
Is Lo brighten it everywhere.
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Sumario

En la presente tesis doctoral se ha estudiado la terapia fotodinamica antimicrobiana
como método de eliminacién alternativo de bacterias, orientado a un posible uso sobre
superficies o materiales, asi como para un uso terapéutico.

El uso de la terapia fotodinamica antimicrobiana presenta diversas ventajas, como son
la no generacion de resistencias por su dafio masivo multifocalizado y la capacidad de
dirigir su efecto a la zona deseada mediante la iluminaciéon con una luz inocua de la
longitud e intensidad adecuada.

En esta tesis se ha buscado utilizar terapia fotodinamica antimicrobiana para intentar
eliminar especies bacterianas potencialmente patdégenas: Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli; en este ultimo caso, se ha estudiado también su
efectividad en diferentes cepas con diferentes patrones de resistencia a antibiéticos,
creciendo en suspensién o formando biopeliculas. Asi mismo, se han buscado sinergias
entre el tratamiento fotodindmico y el tratamiento con un antibiético, el &cido nalidixico.

Los resultados han sido los siguientes:

Se consiguieron calcular las dosis minimas inhibitorias de fotosensibilizador (azul de
metileno) que eliminaba por completo cultivos bacterianos de mas de 108 UFC/mL tanto
en un gram positivo (Listeria monocytogenes) como en un gram negativo (Escherichia
coli), pero hizo falta cambiar el fotosensibilizador a un derivado (nuevo azul de metileno)
mas eficiente para alcanzar dosis bactericidas sobre Salmonella enterica.

En estudios con Escherichia coli, se comprob6 la eficiencia de la terapia fotodinamica
para la eliminacion de las cepas multiresistentes a antibigticos, tanto en crecimiento
planctonico como en biopelicula. Como era de esperar por su naturaleza de estructura
de resiliencia, las cepas creciendo en biopelicula precisaron de una mayor
concentracion de fotosensibilizador para alcanzar la dosis bactericida y con mas
variabilidad que sobre cultivos planctonicos.

Finalmente, para algunas de las cepas de E. coli, se estudiaron combinaciones con
diferentes concentraciones de azul de metileno y &cido nalidixico para buscar un posible
efecto sinérgico entre ellos, pero solo se detect6 tal efecto en una de las cepas
multiresistentes de Escherichia coli, manteniéndose el efecto aditivo en las demas cepas
estudiadas.
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Como conclusion, podemos afirmar que en los estudios que se describen en esta tesis,
queda demostrado que la terapia fotodinAmica antimicrobiana es una metodologia
efectiva para la eliminacion de un amplio espectro de microorganismos, de forma rapida
y segura, incluso con cepas muy resistentes a tratamientos antibacterianos
convencionales o formando estructuras de resistencia que causan grandes problemas
al crecer en superficies, como las biopeliculas.

Como informacién afadida, se ha comprobado la existencia de diferencias en la
respuesta al tratamiento entre los diferentes tipos bacterianos, siendo las gram positivas
mas sensibles al tratamiento.

Se han evidenciado diferencias en la respuesta al tratamiento entre diferentes especies,
e incluso entre diferentes cepas de la misma especie, posiblemente debido a diferencias
en la estructura celular o presencia de mecanismos como bombas de eflujo, que limita
la efectividad del tratamiento.

Por ultimo, parece ser que la composicion/estructuraciéon de la biopelicula también
ejerce un papel modulador en la respuesta al tratamiento fotodinamico.



Sumari

En aquesta tesi doctoral s'’ha estudiat la terapia fotodinamica antimicrobiana com a
métode alternatiu d'eliminacié de bacteris, amb un possible Us final sobre superficies i
materials, aixi com per a un potencial Us terapeutic.

L'Gs de la terapia fotodinamica antimicrobiana presenta nombrosos avantatges, com ara
el de no generar resisténcies, gracies al seu dany massiu i multifocalitzat i a la capacitat
de dirigir el seu efecte a l'area desitjada, tot just il-luminant I'area amb una llum no
perjudicial, d’intensitat i longitud d’ona adequada.

En aquesta tesi, s’ha investigat I'is de la terapia fotodinamica antimicrobiana per tal
d’eliminar espécies bacterianes potencialment patdogenes: Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes i Escherichia coli; en aquest Ultim cas, s'ha estudiat també la seva
eficacia envers diferents soques, amb diferents patrons de resisténcia als antibiotics,
creixent en suspensié o formant biopel-licules. Aixi mateix, s’han buscat sinergies entre
la terapia fotodinamica i el tractament amb un antibiotic: I'acid nalidixic.

Els resultats van ser els seglents:

S’ha aconseguit calcular les dosis minimes inhibidores del fotosensibilitzador (blau de
metilé) que eliminava més de 108 UFC/mL, en cultius tant de gram positiu (Listeria
monocytogenes), com en gram negatiu (Escherichia coli), perd va caldre un canvi de
fotosensibilitzador cap a un derivatitzat del anterior (nou blau de metile), més eficient per
tal d'aconseguir dosis bactericides sobre Salmonella enterica.

En els estudis amb Escherichia coli, s'ha comprovat l'eficacia de la terapia fotodinamica
per tal d’eliminar soques multiresistents als antibiotics, creixent tant en suspensiéo com
en biopel-licula. Com era d'esperar per la seva naturalesa, les soques creixent en biofilm
necessiten una major concentracid6 de fotosensibilitzador per assolir les dosis
bactericides i es pot observar una variabilitat en la resposta al tractament més gran que
en els cultius planctonics.

Finalment, per a algunes de les soques d'E. coli, combinacions amb diferents
concentracions d'acid nalidixic i blau metileé van ser estudiats per trobar una possible
sinergia entre ells, perd només es va detectar aquest efecte en una de les soques
multiresistents d'Escherichia coli, mentre que a la resta de soques estudiades, es va
mantenir un efecte additiu.



Com a conclusié, podem dir que en els estudis es descriuen en aquesta tesi, resta
demostrat que la terapia fotodinamica antimicrobiana és una metodologia eficac per a
I'eliminaci6 d'un ampli espectre de microorganismes, d’'una manera rapida i segura, fins
i tot amb soques molt resistents als tractaments antibacterians convencionals, o creixent
en estructures de resisténcia que causen greus problemes en créixer en superficies,
com les biopel-licules.

Com a dades afegides, s’ha demostrat I'existéncia de diferéncies en la resposta al
tractament entre els diferents tipus de bacteris, sent el gram positiu més sensibles al
tractament.

S’han detectat diferéncies en la resposta al tractament entre espécies diferents i fins i
tot entre diferents soques de la mateixa espécie, possiblement a causa de les diferéncies
a l'estructura cel-lular o degudes a la preséncia de mecanismes com bombes de eflux,
que limitarien l'eficacia de la terapia.

Finalment, sembla que la composicio i estructura del biofilm també exerceix un paper
modulador a la resposta a la terapia fotodinamica.
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Sumary

In this doctoral thesis, antimicrobial photodynamic therapy as a method of disposal
alternative of bacteria has been studied, looking for its use on surfaces and materials,
as well as for therapeutic use in patients.

The use of antimicrobial photodynamic therapy, presents several advantages, such as
not generating resistance, thanks to its multifolocalizated massive damage and the ability
to direct its effect to just the area illuminated with a light with a safe wavelength and
intensity.

This thesis has used antimicrobial photodynamic therapy in order to eliminate
pathogenic bacterial species: Salmonella enterica, Listeria monocytogenes and
Escherichia coli; in the latter case, has been also studied the treatment effectiveness in
different strains with different patterns of antibiotic resistance, with cells in suspension
as well as forming biofilms. Likewise, synergies between photodynamic therapy and a
treatment with nalidixic acid, an antibiotic, have been researched.

The results were as follows:

Managed to calculate the minimum inhibitory doses of photosensitizer (methylene blue)
which completely eliminated more than 108 cfu/mL bacterial cultures both in a gram
positive (Listeria monocytogenes) as in a negative gram (Escherichia coli); but it was
needed a change of photosensitizer to a derivated one (new methylene blue), more
efficient to achieve bactericidal doses of Salmonella enterica.

In studies with Escherichia coli, it was proved the efficiency of photodynamic therapy for
the elimination of antibiotic multiresistant strains, both in biofilm and planktonic growth.
As it was expected by its nature of structure of resilience, strains growing in biofilm
needed a higher concentration of photosensitizer to achieve bactericidal doses and the
efficiency rates had more variability than on planktonic cultures.

Finally, for some of the strains of E. coli, combinations with different concentrations of
blue methylene and nalidixic acid were studied in order to find a possible synergy
between them, but only in one of the tested multiresistant strains of Escherichia coli was
synergy found, remaining an additive effect in the other strains studied.
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As a conclusion, we can say that in the studies described in this thesis, it is shown that
antimicrobial photodynamic therapy is an effective methodology for the elimination of a
wide spectrum of microorganisms quickly and safely, even if they are very resistant to
conventional antibacterial treatments or are forming resistance structures that usually
cause big problems when growing on surfaces, as can be in biofilms.

As additional information, it has been proven the existence of differences in the response
to treatment between different bacterial types, being the gram positive more sensitive to
treatment.

Likewise, differences in response to treatment between different species, and even
between different strains of the same species, have shown in the experiments; those can
be due to differences in cell structure or presence of mechanisms like efflux pumps, so
limiting the effectiveness of the therapy.

And as a final point, it would seem that the composition/structure of the biofilm also exerts
a modulatory role in the response to photodynamic therapy.
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Figura 33
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M) con 18 J/cm? de irradiacidn “Light” y con el mismo tiempo (37.5
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irradiacion “Light” y con el mismo tiempo (37.5 minutos) de
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Grafica del nUmero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de MB (0, 15.5, 31, 46.5, 62y 77.5
uM) con 28.8 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo
(60 minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.
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Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de MB (0, 77.5, 124 y 155 uM) con
28.8 J/ecm? de irradiacidon “Light” y con el mismo tiempo (60
minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.
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Figura 37

Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tras ser
tratada con diferentes concentraciones de MB (0 y 310 uM) con
28.81/cm?y 57,6 J/cm? de irradiacion “Light” y con el mismo tiempo
(60 y 120 minutos) de incubacién en oscuridad “Dark”.
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Figura 38

Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de MB (0, 279 y 310 uM) con 28.8
J/em? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (60 minutos) de
incubacién en oscuridad “Dark”.

55

Figura 39

Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de NMB (0, 185.94 y 206.6 M) con
28.8 J/em? de irradiaciéon “Light” y con el mismo tiempo (60
minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.
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Figura 40

Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de NMB (0, 20.66 y 103.3 pM) con
28.8 J/ecm? de irradiaciéon “Light” y con el mismo tiempo (60
minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.
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Figura 41

Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada
con diferentes concentraciones de NMB (0, 12.4, 16.53, 20.66 y
51.65 uM) con 28.8 J/cm? de irradiacion “Light” y con el mismo
tiempo (60 minutos) de incubacién en oscuridad “Dark”.
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Figura 42

Cambios del espectro de absorcion debido a la agregaciéon de NMB,
mostrando la bajada de la longitud de onda en el maximo de
absorcion al incrementarse las unidades agregadas.
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Figura 43

Toxicidad causada a las diferentes cepas de E. coli por la exposicion
a 31 pM (10 pg/mL) de azul de metileno durante 37.5 minutos en
oscuridad absoluta. Se indican el valor promedio de UFC/mL y los
limites +1 logio a partir del mismo. Se ha incluido una E. coli de
referencia sin exposicidon al MB (cell control).
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Figura 44

Fotoinactivaciones de los aislados clinicos (Ab 1 a Ab 24) y de la
Escherichia coli de referencia ATCC 35218. El tratamiento se efectud
con una concentracién de azul de metileno de 10 pg/mL (31 uM) de
irradiacién con 18 J/cm? de luz roja. Como referencia, se incluye los
recuentos de los controles: “cell” (sin fotosensibilizador) y “dark”
(con MB, pero sin irradiar).
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Figura 45

Reduccidon de la viabilidad debida a la aTFD de las muestras
irradiadas con 18 J/cm?, respecto a las mismas muestras no
irradiadas, ambas con 31 uM de azul de metileno. Se indica el valor
promedio de reduccién, los limites 1 logio a partir del mismo y el
limite del efecto bactericida. Las cepas de referencia ATCC 25922y
ATCC 35218 fueron incluidas, asi como las muestras clinicas
multiresistentes (Ab 1 a Ab 24).
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Figura 46

Recuento de UFC/mL después de un cultivo ON de 130 pl de medio
(M9+Glucosa, TSB o PBS) con un indéculo de 2 ul de la cepa de
referencia Escherichia coli ATCC 25922. Se ha incluido un control
con 132 pl de medio M9+glucosa sin inocular.
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Figura 47

Recuento de UFC/mL de E. Coli ATCC25922, después de los lavados
para eliminar las células plancténicas (ON) y después de la
metodologia completa con las incubaciones, irradiacion vy
resuspensién de la biopelicula (Completo).
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Figura 48

Reduccidn de la viabilidad de la cepa de referencia E. coli ATCC
25922 creciendo en biopelicula, debida a la aTFD de las muestras
irradiadas con 18 J/cm?, con concentraciones de azul de metileno
de 93, 77.5, 62, 46.5 y 31 uM. Expresado respecto a las mismas
muestras no irradiadas.
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Figura 49

Reduccion de la viabilidad debida a la aTFD de las muestras
irradiadas con 18 J/cm?, respecto a las mismas muestras no
irradiadas, ambas con 77.5 uM de azul de metileno. Se indican el
valor promedio de reduccidn, los limites +1 logio a partir del mismo
y el limite del efecto bactericida. Cepa de referencia E. coli
ATCC25922 incluida, asi como las cepas clinicas multiresistentes (Ab
1-Ab 24).
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Figura 50

Reduccidon de la viabilidad debida a la aTFD de las muestras
irradiadas con 18 J/cm?, respecto a las mismas muestras no
irradiadas. Se indican el valor promedio de reduccién, los limites +1
logio a partir del mismo y el limite del efecto bactericida. Cepa de
referencia E. coli ATCC 25922 incluida y muestras clinicas
multiresistentes (Ab 1-Ab 24). La grafica de la izquierda pertenece
al estudio hecho con cultivos plancténicos y el derecho pertenece
al estudio de cultivos en biopelicula.
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Figura 51

Tratamiento fotodindmico con azul de metileno (MB) en la cepa de
referencia de E. coli ATCC 25922. Suspensiones “Light”, irradiadas
con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm) y controles “Dark” con
suspensiones incubadas en oscuridad el mismo tiempo (37.5
minutos).
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Figura 52

Tratamiento de E. coli ATCC 25922 con diferentes concentraciones
de acido nalidixico (0, 32.5, 40.6, 48.75 y 56.8 uM).
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Figura 53

Tratamiento combinado de MB con NAL sobre E. coli ATCC 25922.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada
con 0.5 MIC de MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de
NAL y 0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:
suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 54

Ratio de supervivencia de E. coli ATCC25922, tras el tratamiento
combinado. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada
con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no
irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja
(625 £ 25 nm).
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Figura 55

Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos
en la cepa clinica Ab 4. Control: Suspensiones celulares no tratadas;
NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/cm? de luz roja (625 * 25 nm).

90

Figura 56

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 4 tras el tratamiento
combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de
MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NALy 0.5 MIC
de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 57

Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos
en la cepa clinica Ab 10. Control: Suspensiones celulares no
tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/cm? de luz roja (625 * 25 nm).
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Figura 58

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 10 tras el tratamiento
combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspensidn celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspensién celular tratada con 0.5 MIC de
MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC
de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 59

Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos
en la cepa clinica Ab 14. Control: Suspensiones celulares no
tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/em? de luz roja (625 * 25 nm).
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Figura 60

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 14 tras el tratamiento
combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspensidn celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspensién celular tratada con 0.5 MIC de
MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de NALy 0.5 MIC
de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 61

Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en
la cepa de referencia E. coli ATCC 25922. Control: Suspensiones
celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC
de NAL; MB: suspensién celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB.
Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas
con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 62

Ratio de supervivencia de la cepa de referencia E. coli ATCC 25922
tras el tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del
MB. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada
con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC
de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:
suspensiones irradiadas con 18 J/cm2 de luz roja (625 £ 25 nm).
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Figura 63

Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en
la cepa clinica Ab 4. Control: Suspensiones celulares no tratadas;
NAL: suspensidon celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/cm? de luz roja (625 + 25 nm)

98

Figura 64

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 4 tras el tratamiento
combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspensidn celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspensidn celular tratada con 0.25 MIC
de MB; MIX: suspensién celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25
MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 * 25 nm)
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Figura 65

Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en
la cepa clinica Ab 10. Control: Suspensiones celulares no tratadas;
NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL;, MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/em? de luz roja (625 * 25 nm).
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Figura 66

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 10 tras el tratamiento
combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC
de MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de NALy 0.25
MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 67

Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en
la cepa clinica Ab 14. Control: Suspensiones celulares no tratadas;
NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark:
suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18
J/ecm? de luz roja (625 * 25 nm).
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Figura 68

Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 14 tras el tratamiento
combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada
con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC
de MB; MIX: suspensién celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25
MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones
irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (625 + 25 nm).
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Figura 69

Valores empleados para realizar el andlisis ANOVA de las diferentes
cepas tras el tratamiento con 0.5 MIC de acido nalidixico (NAL).
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3. Abreviaturas

Marca registrada

o} Desviaciones estandar
O) Rendimiento cuantico
O Rendimiento cuantico de fluorescencia
ad Afio del doctorado
ADN Acido desoxirribonucleico
ANOVA ANalysis Of VAriance - Analisis de la varianza
ARN Acido Ribonucleico
ATCC American Type Culture Collection
aTFD Terapia fotodindmica antimicrobiana
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dPBS Tampon fosfato deuterado.
E. coli Escherichia coli
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L. monocytogenes
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Capitulo 1: Introduccion

Transcurrido casi un siglo desde el inicio de la era de los antibi6ticos por parte de
Alexander Fleming, (Sengupta, et al., 2013) que ha permitido una relacion de éxitos sin
precedentes en la historia médica, estamos asistiendo a su progresivo ocaso debido a
la generalizacion de cepas patdgenas resistentes a uno o varios antibioticos.

La inefectividad terapéutica de los antibiéticos no sélo causa pérdidas econémicas,
obligando a estancias hospitalarias mas prolongadas y al desarrollo continuo de
farmacos mas complejos y onerosos; el coste mas grave es un incremento en la
mortalidad de los pacientes, dificultando también tratamientos quirdrgicos vy
antitumorales. (Kollef & Fraser, 2001)

Es por eso que la lucha antimicrobiana necesita nuevas armas para combatir los
agentes infecciosos que no generen en los microorganismos nuevas resistencias y que
sean lo més especificas posible para evitar efectos secundarios. En ambos aspectos, la
terapia fotodinamica antimicrobiana (aTFD) se destaca como una solucibn muy
prometedora. (Lauro, et al., 2002) (Singh & Greenstein, 2000)

1. Resistencia a antibi6ticos:

“Antibiotic resistance is no longer a prediction for the future; it is happening right now, across the world,
and is putting at risk the ability to treat common infections in the community and hospitals. Without
urgent and coordinated action, the world is heading towards a post-antibiotic era, in which common

infections and minor injuries, which have been treatable for decades, can once again kill” —~WHO,
Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014.

La definiciéon histérica de antibiético (del griego avri - anti, "en contra" + BIOTIKOG -
biotikos, "dado a la vida" (Liddell & Scott, 1940)), dada por el Dr. Selman A. Waksman
en su discurso de aceptacién del premio nobel de medicina en 1952, es la de un
compuesto producido por microorganismos que posee la propiedad de inhibir el
crecimiento e incluso destruir otros microorganismos (Waksman, 1952).

Desde entonces, la definicion se ha ampliado para incluir a compuestos sintéticos,
variaciones de los antibidticos naturales o compuestos naturales con propiedades
antibiéticas que no han sido generados por microorganismos (Strohl, 1997).

Sea por un efecto accidental o porque hayan sido desarrollados evolutivamente como
un mecanismo de competencia entre organismos, los antibiéticos se han convertido en
el principal medio de defensa contra los patégenos a los que los seres humanos se ven
expuestos (Sandoval-Motta & Aldana, 2016).

La terapia con antibidticos reduce la mortalidad principalmente en tres condiciones
clinicas:



1) En el tratamiento de enfermedades ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
. . INDENTIFIED INTRODUCED

contagiosas (por ejemplo, las

enfermedades de transmision sexual,

algunas infecciones del tracto respiratorio,

infecciones hospitalarias, etc.).

penicillin-R Staphylococcus 1940 ——

—— 1943 penicillin

—— 1950 tetracycline

2) En la supresibn de infecciones
endogenas (muchas de las infecciones
urinarias, cutaneas o de tejidos blandos)
provocadas por oportunistas presentes en sweninefisode 1959 s i
Ia minObiOta Corporal. methicillin-R Staphylococcus 1962 ——

—— 1953  erythromycin

penicillin-R pneumococcus 1965 —

3) Como medida de profilaxis para prevenir
infecciones en pacientes de alto riesgo
(quemados, pacientes sometidos a cirugia, T 2102 weemmch
inmunodeprimidos o con tratamientos
anticancerigenos, entre otros) (US Centers
for Disease Control and Prevention, 2013).

erythromycin-R Streptococcus 1968 —— 1967  gentamicin

gentamicin-R Enterococcus 1979 ——

1985 imipenem ani

ftazidil
ceftazidime-R Enterobacteriaceae 1987 —— ceftazicime;

Cada aﬁO, mélS de 70 mlleS de mI”OneS de vancomycin-R Enterococcus 1988 -
dosis de antibidticos son servidas en
farmacias de todo el mundo, principalmente

levofloxacin-R pneumococcus 1996 —— 1996 levofloxacin

penicilinas, cefalosporinas, macrolidos, imipenem-R Enterobacteriacese 1998 —
fluoroquinolonas, trimetroprim y XDRtuberculosis 2000 ——— 2000 linezolid

.. linezolid-R Staphylococcus 2001 ——
tetraciclinas (Van Boeckel, et al., 2014). vancomycin-R Staphylococcus 2002

—— 2003 daptomyci
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5 — aptomycin

Las cantidades vendidas aumentan cada

afo debido a la entrada de tratamientos — cfeneineserogonorionse 2009 71— 2010 ceftarcine
méas avanzados en poblaciones de poca ceftaroline R Staphylococcus 2011
salubridad que no tenian acceso
anteriormente a éstos y a la necesidad de
tratamientos cada vez mas complejos para
tratar cepas resistentes en todos los paises.
(Laxminarayan, et al., 2016) (figura 1y 2)

Figura 1: Aparicion de resistencias. (US Centers for
Disease Control and Prevention, 2013).

La emergencia de resistencias es una respuesta evolutiva natural de los
microorganismos a la exposiciébn a los antimicrobianos, pero su aparicibn se ve
exacerbada por la presion selectiva provocada por el empleo de la gran cantidad de
antibiéticos en uso (Kollef & Fraser, 2001), incluyendo la utilizacion indiscriminada de
antibiéticos en la ganaderia, en la agricultura y en tratamientos médicos inadecuados
(Holmes, et al., 2016).

Este incremento de la aparicion de microorganismos resistentes a los tratamientos, es
una de las mayores preocupaciones en el &mbito de la salud publica en el temprano
siglo XXI (Laxminarayan, et al., 2016). Particularmente peligrosa es el aumento de las
cepas bacterianas multiresistentes, dentro de las cuales, el aumento de las bacterias
gram negativas resistentes a carbapenémicos (imipenem, panipenem/betamipron, etc.)
es el peor de los riesgos, ya que, en muchos casos, estos son considerados la dltima
linea de tratamiento efectivo contra estas infecciones (Narayanan, et al., 2016).
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Figura 2: Mapa del porcentaje de cepas de Escherichia coli resistentes a fluoroquinolonas aisladas
en los diferentes paises de la Union Europea en el afio 2014. (European Center for Disease
Prevention and Control, 2014)

Los mecanismos que confieren resistencias a las cepas bacterianas se pueden clasificar
en tres categorias basicas (Fernandez & Hancock, 2012):

T

Resistencia intrinseca: es referida a todos los mecanismos inherentes a un
microorganismo concreto que limitan los efectos de los antimicrobianos, como
por ejemplo la membrana celular, las bombas de eflujo, los estados de latencia
o la ausencia de la diana propia del antibiotico en la bacteria.

Resistencia adquirida: es consecuencia de la incorporacion de material genético
(via plasmidos, transposones, etc.) o la aparicion de nuevas capacidades para
soportar mayores concentraciones de antibiético como resultado de mutaciones
(Partridge, 2015).

Resistencia adaptativa: Es el incremento temporal en la habilidad de una
bacteria para sobrevivir al efecto de un antibiético gracias a la alteracion en la
expresion de genes o proteinas como resultado de la exposicion a un estimulo
ambiental, siendo este estimulo la presencia del mismo antibiético frente al que
incrementa su resistencia (Fernandez, et al., 2011).



1.1. Antibidtico de interés: acido nalidixico:

En pro de combatir, 0 al menos ralentizar, la proliferacion de bacterias con resistencias
a antibioticos, es interesante buscar la forma de potenciar tratamientos antibidticos
existentes; en esta tesis se ha estudiado la combinacion de la terapia fotodindAmica con
la farmacoterapia con acido nalidixico, utilizado habitualmente como tratamiento de las
infecciones urinarias por parte de bacterias gram negativas como Escherichia coli.
(National Center for Biotechnology Information., s.f.)

El &cido nalidixico es una quinolona de
primera generacion (figura 3). Las
quinolonas son antibiéticos de amplio
espectro que inhibe la actividad ADN
Girasa. En Escherichia coli, el ADN Girasa
introduce giros para superenrrollar el ADN,
provocando la relajacion de las hebras en
la horquilla de replicacion del material
genético y también permite el acceso a
diversas proteinas. Su correcta funcion es
vital para la replicacion del ADN y para
ciertos pasos de la transcripcion, Figura 3: Estructura 2D del 4cido Nalidixico. (Mehla
reparacion, recombinacion y transposicion | & Ramana, 2016)

del mismo (Wolfson & Hooper, 1985).

El &cido nalidixico tiene como accion principal inhibir rapidamente la sintesis de ADN y
la formacion de la horquilla de replicacion y secundariamente causa muescas en el ADN
de cadena simple, degradando parcialmente el cromosoma bacteriano e induciendo los
sistemas de reparacion del ADN vy la sintesis de proteinas de respuesta a choque
térmico (Krueger & Walker, 1984).

El &cido nalidixico es un antibacteriano de gran interés por su amplio espectro y
efectividad contra bacilos y cocos gram negativos y por la capacidad de controlar
infecciones sistémicas con dosis orales en concentraciones de facil tolerancia para los
pacientes (Fass, 1985).

El principal problema del acido nalidixico es la relativa facilidad con la que aparecen
resistencias al tratamiento, agravandose el impacto en entornos hospitalarios. En el
caso del acido nalidixico, al ser una quinolona, la resistencia no aparece por la
transferencia de un pladsmido, como es habitual en otras resistencias, sino por una
mutacion cromosomica, usualmente por substituciones en la region QRDR (Quinolone
Resistance Determining Region) de la unidad gyrA del ADN Girasa (Vila, et al., 1994).

1.2.Biopeliculas:

La existencia de estructuras gelatinosas, asociadas a un crecimiento bacteriano mas
efectivo y a una superior resiliencia al tratamiento antibiético, es conocida desde hace
tiempo (Zobell & Allen, 1935). A estas estructuras se las conoce como biopeliculas.



El término biopelicula fue creado para describir a las comunidades sésiles de
microorganismos, caracterizada por la secrecion de una compleja matriz extracelular
protectora. En el caso de Escherichia coli, la matriz esta compuesta mayoritariamente
por lipopolisacaridos (LPS) y su formacion y maduracién ocupa el 38% del genoma
bacteriano (Prigent-Combaret, et al., 1999).

Los microbios creadores de biopeliculas suelen ser microrganismos que se adhieren a
superficies, formando estructuras tridimensionales y que son responsables de hasta el
80% de las infecciones bacterianas en paises con buena asistencia sanitaria (Lebeaux,
et al., 2013).

La existencia de biopeliculas como reservorios permite a las bacterias patbgenas una
mejor diseminacion, ya que éstas migran para colonizar al huésped mas comodamente
(Ben Nasr, et al., 1996). Paralelamente, facilita contaminar el medio ambiente externo
al hospedador, pudiéndose alcanzar nuevos hospedadores o evitar su completa
eliminacion por parte del sistema inmune, consiguiendo ganar tiempo para su
adaptacion y posterior colonizacion del hospedador (Jefferson, 2004).

Ademas, permite a las células que lo integran interactuar mas facilmente entre ellas
mediante pequefias moléculas sintetizadas por ellas mismas, lo que permite la
autoinduccién de la expresion génica en funcion de la densidad de la poblacién, es decir,
comunicarse mediante percepcion de quérum o quorum sensing. Este sistema de
regulacion esta mediado usualmente en bacterias gram negativas por compuestos de
acil-homoserina lactonas y, en gram positivos, por oligopéptidos procesados (Miller &
Bassler, 2001). La percepcion de quérum permite un mejor uso de los nutrientes a la
comunidad que integra la biopelicula, (Camilli & Bassler, 2006) al tiempo que dificulta la
difusién de moléculas toxicas, diluyendo el efecto de antimicrobianos (Redfield, 2002).

Asimismo, la formacién de la biopelicula protege a los microorganismos de las
agresiones del entorno, evitando la desecacién y aportando proteccibn mecéanica al
tiempo que una estructura donde moverse. Por ejemplo, en la matriz de Escherichia coli,
la celulosa mantiene la humedad (Gualdi, et al., 2008)) (Hobley, et al., 2013), mientras
gue las fibras curly, proteinas ameloides, le sirven como andamio para el depdsito de
los exopolisacaridos (Serra, et al., 2013).

Esta proteccion extra, afiadida a las diferencias de metabolismo de las células creciendo
en estado plancténico o en biopelicula, hace que la resistencia delante de los agentes
antimicrobianos sea muy superior en células agrupadas formando una biopelicula que
en las que viven en suspension (Ghannoum, et al., 2016). Esto se debe en gran medida
a variaciones de la expresion génica que:

reguladas de forma coordinada y en fases, alteran el fenotipo de poblaciones
clonales para poder protegerse del sistema inmune (van der Woude, 2006).

dirigen la evolucion de la matriz de la biopelicula hacia una biopelicula “madura”,
centrdndose en la seguridad y la comunicacion por delante de la adhesién y
construccion estructural, permitiendo una “division del trabajo” entre las diferentes
células que la integran e incluso la coexistencia de interacciones multiespecie
colaborativas/simbidticas dentro de la misma biopelicula (Holden & Gally, 2004)
(Aparna & Yadav, 2008).



dan lugar a subpoblaciones de células quiescentes (Shah, et al., 2006) que pueden
sobrevivir a la exposicion a antibiéticos, reconstruyendo la colonia y la biopelicula
cuando las agresiones han pasado (Teles, et al., 2013).

Como consecuencia de estas caracteristicas, la concentracion antimicrobiana necesaria
para eliminar a un agente patdgeno en biopelicula puede llegar a ser miles de veces
superior a la necesaria para las células creciendo en suspension (Costerton, et al.,
1987).

2. Vision historica de la terapia fotodinamica (TED):

“At this time of the year the light fluctuated greatly and it is to this fact that | am largely beholden for
the remarkable results | found... “--Oscar Raab

La luz siempre ha sido considerada como la fuente de vida primordial, no en vano somos
una especie que ha sobrevivido a glaciaciones y tenemos la sensibilidad atavica de
atesorar cada rayo de luz que nos llega. Asi, no es de extrafiar que se haya intentado
usar la luz solar para curar enfermedades desde los tiempos primigenios; en efecto, hay
registros del uso de la luz en combinacién con extractos de plantas en civilizaciones de
hasta tres milenios atras para el tratamiento del vitiligo y la psoriasis (Spikes, 1997); asi
se habla de fotomedicina para referirse a la rama de terapias en las que se usa radiaciéon
electromagnética no ionizante (infrarrojo, visible y ultravioleta) para el tratamiento de
enfermedades (Lim & Soter, 1993).

Probablemente, uno de los primeros articulos cientificos que menciona un suceso de
fotoactivacion, sea el articulo de Marcacci del 1888 (Robinson, 1983), en el que describe
como, al trabajar con semillas, fermentos y huevos de anfibios, ciertos alcaloides tenian
un efecto mas pronunciado en el protoplasma celular expuestos a la luz diaria que en
oscuridad.

En el invierno de 1897 a 1898, Oscar Raab, un estudiante de medicina bajo el tutelaje
del Dr. Hermann von Tappeiner de la universidad de Munich, detectd que la toxicidad
de bajas concentraciones de acridina sobre cultivos de paramecios variaba de dia en
dia, dependiendo de la intensidad de la luz solar que iluminara el laboratorio. Este
comportamiento lo observé también con otros tintes como la eosina, que no tenian
efecto en oscuridad, pero al ser expuestos a la luz mataban rapidamente a los
microorganismos. Raab llegd a demostrar con ayuda de prismas monocromos que soélo
las longitudes de ondas que eran absorbidas por los tintes activaban la mortalidad
celular (Raab, 1904).

Casi simultaneamente, von Tappeiner public6 un estudio donde relacionaba la
inflamacién cutanea en ovejas que consumian trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum)
con el hecho de estar expuestas a la luz y ser de coloracién clara, postulando la
existencia de unos “materiales fluorescentes” responsables del dafio cutaneo. La
necesidad de la presencia de oxigeno para la efectividad del tratamiento se demostré
rapidamente (Jodlbauer & von Tappeiner, 1904). Asi mismo, propuso el uso de estos
“materiales fluorescentes” fotosensibilizadores, en tratamientos dermatolégicos, como
el herpes, la pitiriasis versicolor y la psoriasis comun (Von Tappeiner & Raab, 1900)
(Von Tappeiner & Jesionek, 1903).



Paralelamente, la fototerapia antitumoral fue sugerida un siglo atras (Jesionek & von
Tappeiner, 1905), pero no fue hasta 1970 que fue aplicada a pacientes de forma
organizada por Dougherty y sus colaboradores (Dougherty, 1987) (Gomer, et al., 1989),
que aprovecharon la afinidad de las porfirinas (tetrapirroles con actividad
fotosensibilizadora) por células concretas, pudiendo asi dirigir los tratamiento contra
tumores en las células donde se acumulan (Lipson , et al., 1961).

Para no crear confusién con reacciones quimicas fotoactivadas como las estimulaciones
fotograficas, fue Harold Blum quien acufié el término fotodindAmico aplicado a las
reacciones en sistemas biolodgicos en las que son necesarias el oxigeno (Blum, 1941)
para la creacion de oxigeno singlete (*O.), entre otras especies de oxigeno, y poder
hablar asi de inactivacion fotodindmica celular (IFD).

Finalmente, el término “terapia fotodinamica” (TFD) se empezé a usar en la década de
1970 para describir los tratamientos con fotosensibilizadores de tumores malignos en
ratas (Diamond, et al., 1972). Aunque inicialmente se adopté la nomenclatura “terapia
por fotoirradiacién” (Dougherty, et al., 1978), esta fue substituida hasta ser TFD la
expresion universalmente aceptada en el ambito cientifico y aplicada tanto en
tratamientos antitumorales utilizando Photofrin®, Photobarr® u otros productos como
farmacos fotosensibilizantes  (Agostinis, et al., 2011) como en tratamientos
antimicrobianos (Spikes, 1991).

3. Fundamentos de la terapia fotodinamica:

“What this (receiving light in the organism) useful effect really was, | could not find; | have been working
for this goal ever since but have not been able to find exactly what | have been seeking, though we have
gone somewhat forward.” -- Niels Ryberg Finsen

En fototerapia, la radiacion absorbida tiene efecto sobre
algun tipo de biomolécula endégena en el organismo,
mediando en el efecto terapéutico. Quizas el ejemplo mas
clasico es el tratamiento de la tuberculosis cutanea
mediante radiacion ultravioleta por el que Niels Finsen
recibio el premio nobel de medicina en 1903 (figura 4).

En fotoquimioterapia, al paciente le es suministrado un
medicamento fotosensibilizador (FS) exogeno. Al
excitarlo con iluminacién, el medicamento actla
terapéuticamente dafiando o destruyendo las células y/o
tejido adyacente. Tipicamente el tratamiento con el Figura 4: Niels Ryberg Finsen
fotosensibilizador o con la luz por separado no tiene Centenary Danish stamp.
efectos relevantes (Spikes, 1985).

Para poder hablar de terapia fotodinamica, se aflade un ingrediente mas a la luz y al
sensibilizador: la necesidad de oxigeno para generar oxigeno singlete (!0Oz) u otras
especies reactivas de oxigeno (ROS), que causaran el dafio celular.



En el caso de la eliminacién de microorganismos mediante protocolos fotodindmicos es
correcto hablar de inactivacion fotodinamica (IFD), pero dado que los objetivos
generales de los estudios realizados en nuestro grupo de investigacion acostumbran a
apuntar a su futura aplicacion clinica, en este estudio se usara indistintamente IFD, TFD
y aTFD, para referirnos a la eliminacion de microorganismos mediante técnicas
fotodinamicas, aunque en el estudio no se esté aplicando a pacientes.

4. Base molecular de la terapia fotodinamica:

Las reacciones fotoquimicas se inician a través de la irradiacion con luz, que es
absorbida selectivamente por grupos cromaoforos.

El fotén puede ser absorbido por la molécula, transfiriendo su energia a la molécula.
Esta energia causa un cambio en su estructura electrénica, que modifica la ocupacion
de los orbitales moleculares, pasando del estado fundamental de la molécula a un

estado excitado (figura 5).
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Esta molécula en un estado cuantico superior es inestable y, o bien sufrird un proceso
de modificacién de su estructura quimica (fotoquimica), o perdera esta energia ganada,
mediante un cambio en el estado cuantico de la molécula (fotofisica) para volver a su
estado fundamental. (Jaffe & Miller, 1966).

Este retorno al estado fundamental puede darse por diferentes vias, que pueden ser
agrupadas en tres categorias (Gilbert & Baggott, 1991):

1. Procesos no radiantes, en los que el estado inicialmente excitado se transfiere a
otro estado sin que le acompafie ninguna emision de fotones. Los mecanismos

pueden ser:




1.1. Relajacion vibracional: En la que la molécula excitada baja su energia
vibracional, transformandola en energia cinética dentro de la misma
molécula o en moléculas cercanas. No causa cambios en el estado
electronico. (figura 6)
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1.2. Conversioén interna: Transicion entre dos estados electronicos cuando los
estados vibracionales y electronicos se solapan por el aumento de energia.
La multiplicidad de spin no se ve alterada y la energia se conserva, pasando
la electrénica a vibracional en el nuevo estado. (figura 7)
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1.3. Cruce entre sistemas: Similar al proceso de conversion interna arriba
descrito, pero con un cambio de multiplicidad de spin, pasando del estado

singlete al de triplete (o viceversa). (figura 8)
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2. Procesos radiantes, en los que el exceso de energia es devuelto como

radiacion electromagnética, distinguiéndose:

2.1. Fluorescencia: Emision espontanea de radiacion entre dos estados
electronicos con la misma multiplicidad de spin. (figura 9)
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2.2. Fosforescencia: Emisién espontdnea de radiacion entre dos estados
electronicos con diferente multiplicidad de spin. (figura 10)

E ————Cruce
$2 —0ou—""""
— L 1ILE Figura 10:
[ =LAl Diagrama de Jablonski:
S, . 3; Fosforescencia
— V2 (McEwen, 2016)
Vi ©
T1 Vg =
Vo
Vs 3
Vi Radiacidn 7
Vs hy Y —
V2 =
V, =
So — L
3. Otros procesos:

3.1. Quenching: procesos de desexcitacion que implican la transferencia de
energia de la molécula inicialmente excitada a otras particulas mediante
choques inelasticos.

3.2. Fotosensibilizacién (férmula 1): es el proceso fotoquimico/fisico que ocurre
en una entidad molecular como resultado de que previamente haya existido
una absorcién de radiacion electromagnética por parte de otra molécula,
esta sera la llamada fotosensibilizador. (Braslavsky, 2007)

FS + hv = FS* FS*+Molécula A = FS’ + Molécula B

Férmula 1: Fenémenos de fotosensibilizacion. FS: fotosensibilizador; hv: foton.

Como se ha mencionado anteriormente, si en el proceso esté implicado el
oxigeno molecular, es cuando se puede hablar de fotodinamico y se
distinguen dos tipos de mecanismos, que se suelen dar simultaneamente.
La prevalencia de una via u otra depende, entre otros factores, del
substrato, la concentracion de oxigeno presente y la distancia entre el
substrato y el fotosensibilizador. Estos mecanismos, son los siguientes:

11



3.2.1. Tipo | (férmula 2): En este mecanismo el fotosensibilizador
excitado en estado singlete o triplete reacciona con un substrato via
transferencia de electrones (A) o abstraccién de hidrogeno (B) para
obtener radicales libres, que reaccionan rapidamente con el oxigeno,
empezando asi una cadena de reacciones de radicales.

FS + hv = FS*
(A)FS*+R> FS™ +R™" (B) FS*+RH>FSH'+R’
FS +30,9 FS+0; R'+30,9 ROO’

ROO +RH > ROOH+R’

Formula 2: Fotosensibilizacion tipo I.

3.2.2. Tipo Il (férmula 3): en este proceso, el sensibilizador en su estado
excitado (habitualmente en estado de triplete) transfiere su energia al
oxigeno molecular en estado fundamental, lo que devuelve al FS a su
estado basal y genera oxigeno singlete (*O.), una especie de oxigeno
muy reactiva con substratos ricos en electrones como alquenos, anillos
aromaticos, fenoles, aminas y tioéteres. Se considera el mecanismo
predominante en entornos biolégicos. (Valentine, et al., 1995)

FS + hv = FS* FS*+30, FS + 10,

Férmula 3: Fotosensibilizacion tipo Il.

Independientemente del tipo de mecanismo que esté actuando, el efecto fotodinamico
en un entorno bioldgico produce la fotooxidacion de biomoléculas relevantes, como
proteinas, ADN, lipidos de las membranas, etcétera, dando lugar a dafio o incluso
muerte celular (figura 11).
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Figura 11: Diagrama de Jablonski: Resumen de los procesos fotodinamicos (McEwen, 2016)

5. Ventajas de la terapia fotodinamica antimicrobiana:

“Water is good; air is better and light is best of all” -- Arnold Rikli

Las ventajas de la terapia fotodinamica antimicrobiana son diversas:

La necesidad de la aplicacion de luz puede ser controlada facilmente, afiadiendo
asi otro nivel de selectividad al tratamiento, que se puede sumar a la mayor
afinidad de algunos FS por los microorganismos que por las células del
hospedador y a la posibilidad en algunos casos de su aplicacion localizada en
un &rea concreta; se obtiene asi una doble selectividad que disminuye los
efectos secundarios causados por la afectacion de tejido sano (Singh &
Greenstein, 2000).

La inmediatez en el tratamiento, que permite ver el resultado del tratamiento una
vez aplicado, a diferencia de tratamientos antibiéticos tradicionales, que
requieren un tiempo de incubacion. (Jori, et al., 2006)

La alta reactividad de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas
permite afectar a una mayor diversidad de microorganismos en diferentes
condiciones, incluso con estructuras de resistencia y biopeliculas (Dai, et al.,
2009); ademas su dafio multifocalizado hace que no se haya detectado casos
de desarrollo de resistencias a la TFD (Lauro, et al., 2002).
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6. Fotosensibilizadores:

“Compuesto que incrementa los efectos de la radiacion luminosa” -- (Real Academia Espafiola, 2014)

Mucho antes de conocer el mecanismo por el que ejercia su efecto la luz, ya se
utilizaban tintes por su efecto antibacteriano (Robinson, 1983). Estos, al ser expuestos
a la luz se activan, generando especies reactivas de oxigeno que eliminan las bacterias.

En el contexto de la terapia fotodindmica antibacteriana (aTFD) que se desarrolla en
este estudio, se define un fotosensibilizador como la molécula que tiene la capacidad de
generar especies reactivas de oxigeno, como el oxigeno singlete, al ser activada por la

luz en presencia de oxigeno (efecto fotodinamico). (Ragas, et al., 2013)

El oxigeno singlete molecular O,
es el nombre dado al estado
excitado de la molécula de
dioxigeno. Con una vida media de
microsegundos, es mucho menos
estable que el oxigeno en su
estado basal y tiene una fuerte
actividad citotdxica. (Ergaieg, et
al., 2008). El 'O, causa dafio en
lipidos, proteinas, ARN, ADN vy
esteroles (Davies, 2003),
generando asi un dafio
multilocalizado, asociado a una
rapida mortalidad celular e
impidiendo la formacion de
resistencias al tratamiento de la
aTFD. (Jori, et al., 2006) (figura 12)
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Figura 12: Dianas predichas para el
10, en una célula eucariota. (Davies,
2003)
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RNA
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Como uno de los pilares basicos para una TFD 6ptima, el fotosensibilizador ideal
deberia tener las siguientes caracteristicas (Sharma, et al., 2011) (Sharma, et al., 2012):

Un estado triplete de tiempo de vida (relativamente) largo.

Un alto rendimiento cuantico para la produccion de ROS al excitarse con luz del

espectro visible.

Altos coeficientes de absorcion en el espectro rojo o infrarrojo cercano. Este
rango es el mas efectivo para la penetracion de la luz en tejidos, mientras que,
para tratamientos sobre superficies o infecciones superficiales, la luz azul entre
400 y 420 nm es también funcional.
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Alta fotoestabilidad para evitar el fenbmeno del fotoblanqueo o photobleaching,
que consiste en la degradacién del fotosensibilizador.

Una capacidad para afectar al mayor nimero de microorganismos posibles, sin
afectar a las células del potencial huésped, incluso en presencia de estructuras
de resistencia o biopeliculas.

Afinidad y si es posible, capacidad para unirse a los microorganismos diana para

causar la mayor mortalidad, evitando efectos sobre el material genético, para no
tener efectos mutagénicos.

6.1. Fotosensibilizador: Azul de metileno:

Para la mayoria de estudios expuestos en esta Tesis Doctoral, el fotosensibilizador de
eleccién ha sido el azul de metileno (MB), cuya estructura se puede ver en la figura 13.

@
Y S SN
© |

Cl

Figura 13: Estructura quimica del azul de metileno

El azul de metileno (cloruro de metiltionina) es un colorante organico de la familia de las
fenotiacinas, cuya sintesis fue descubierta y patentada por Heinrich Caro en 1876
(Reinhardt & Travis, 2000), para la empresa BASF, como tinte de color azul puro, de
facil obtencion, para la tincion del algodon.

Médicamente, el azul de metileno tuvo su primer uso como tratamiento contra la malaria
en 1886 por parte del doctor Paul Ehrlich (Prill, 2003), que observé su unién con el
agente etiologico de la malaria (un protozoo del género Plasmodium) y demostré su
utilidad en pacientes infectados. Actualmente se usa rutinariamente como tratamiento
para la metahemoglobinemia (Yusim, et al., 2007).

Fotoquimicamente, MB tiene una gran banda de absorcion en el rango de las 550-700
nm, con un maximo coeficiente de atenuacién molar de 85000 M*cm™ en los 664 nm,
que le confiere su caracteristico color azul intenso (Junqueira, et al., 2002).
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El mencionado espectro de absorcion tiene una dinamica dependiente de
concentracion, ya que presenta un equilibrio con su forma dimerizada (constante de
equilibrio: 3,8-10° M en agua), variando de un maximo en 664 nm, presente en forma
monomeérica, a los 590 nm de la conformacién dimérica (Junqueira, et al., 2002). En
disoluciones de concentracion 20 pM, la forma monomérica es la Unica presente (Paulo
Tardivo, et al., 2005), pudiendo variar las ratios al interaccionar con moléculas con
cargas (como las de la pared bacteriana) (Severino, et al., 2003).

De forma similar, dependiendo del medio en que se encuentra, el estado fundamental
del MB se ve alterado, por lo que el rendimiento cuantico también varia (Paulo Tardivo,
et al., 2005). Ademas, diferencias locales de pH también pueden dirigir la afinidad del
MB hacia distintas moléculas de la célula (Wagner, et al., 1998). Estas caracteristicas,
pueden explicar cierta variabilidad en el efecto de la fotoinduccion durante los
tratamientos in vivo (Adamson & Gast, 1997) (Ito & Kobayashi, 1977).

A pesar de la citada variabilidad, su alto rendimiento cuantico para la generacion de O,
(6A=0.5) (Redmond & Gamlin, 1999) y su carga neta positiva (Hamblin, et al., 2002), lo
hacen un FS ideal para la fotooxidacion de material biolégico o de precursores
organicos. (Tuite & Kelly, 1993) (Schneider Jr., et al., 1998) (Silva, et al., 2000) (Harmatz
& Blauer, 1983)

Este alto rendimiento, permite incluso el uso de fuentes de luz no laser policromaticas,
lo que, unido al relativo bajo coste de produccion del MB, lo hace indicado para el
tratamiento de diversas enfermedades en entornos con bajos recursos econémicos,
ampliando asi sus potenciales aplicaciones (Tardivo, et al., 2004).

6.2.Fotosensibilizador: Nuevo azul de metileno:

En los estudios descritos en esta tesis, en busqueda de un superior efecto bactericida,
se ha recurrido también a una evolucién del azul de metileno con eficiencia probada
como agente antimicrobiano; se trata de una derivacion cromoféricamente metilada que
recibe el nombre de “New Methylene Blue” (cloruro de 3,7-bis (etilamino)-2,8-
dimetilfenotiacina-5-io). (L6pez-Chicén, et al., 2016) (figura 14)

HaC N CH
| Iji jij: |
2
HeC” HN S NH > CH,
Cl-

Figura 14: Estructura quimica del nuevo azul de metileno
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El nuevo azul de metileno (NMB) es una fenotiazina plana triciclica. Este compuesto
presenta un espectro de absorcién entre 600-850 nm, con un pico de absorcién en los
630 nm y de emision alrededor de los 650 nm en soluciones acuosas tamponadas, con
un leve viraje hacia el rojo al unirse a entornos bacterianos. Al igual que con el MB, se
encuentran efectos de dimerizacion que se incrementan al interaccionar con la pared
bacteriana (Ragas, et al., 2013)

En la tabla 1 esta anotadas los rendimientos cuanticos (@A, medido en Etanol) y
rendimientos cuanticos de fluorescencia (¢r, medido en metanol). (Ronzani, et al.,
2013)

Medio| MB | NMB
@A | EtOH | 05 | 067
® |MeOH| 0.03 | 0.04

Tabla 1: Rendimientos cuanticos y de fluorescéncia, medidos en

etanol y metanol, de azul de metileno y nuevo azul de metileno.

7. Efecto de la terapia fotodindmica antimicrobiana en diferentes
bacterias:

7.1.Papel de la envoltura celular

Es conocida la particular sensibilidad de las bacterias gram positivas a las aTFD,
mientras que las gram negativas son significativamente mas dificiles de matar (Malik, et
al., 1992). Esta mayor resistencia al tratamiento es debida a la estructura de su pared
celular.

La envoltura celular bacteriana presenta una estructura compleja, dispuesta en diversas
capas:

Las bacterias presentan, externamente a la membrana citoplasmatica, una capa rigida
compuesta de peptidoglicano (mureina), formado por laminas de N-acetil-glucosamina,
acido N-acetilmuramico y algunos aminoacidos (L-alanina, D-alanina, D-glutamico o
lisina o0 acido diaminopimélico), que se unen formando el tetrapéptido de glicano. Este
tetrapéptido se repite, unido por puentes peptidicos entre los aminoacidos presentes y
mediante enlaces glucosidicos entre los azucares (figura 15). Esta pared celular
determina en gran parte la forma de la bacteria y presenta variaciones en su
composicion, dependiendo de que especie se trate
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Figura 15: Estructura del peptidoglicano de Escherichia coli. La parte marcada en amarillo de la
figura representa al mondmero basico, con las abreviaciones convencionales de aminoacidos y
hexosaminas a su izquierda. La parte media muestra un péptido enlazado, con su grupo amida

conectando ambas cadenas peptidicas marcado en rojo. (Vollmer, et al., 2088)

En gram positivas esta capa rigida es mas gruesa que en gram negativas, usualmente
con varias capas de mureina, que constituye el 90% de esta pared, con acidos teicdicos,
lipoteicoicos y proteinas asociadas formando el resto de la estructura. (figura 16).
(Madigan, et al., 2004)

Wall-associated

arotsin Teichoic acid
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acid

Peptidoglycan

Cytoplasmic

Figura 16: Diagrama de la pared de una bacteria gram positiva modelo. (Madigan, et al., 2004)
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En bacterias gram negativas, la envoltura es mas compleja, presenta diversas capas y
el peptidoglicano soélo representa aproximadamente el 10% de la pared. (Schleifer &
Kandler, 1972) Las bacterias gram negativas presentan una membrana externa que en
la mayoria de las ocasiones sera el lugar de unién de los fotosensibilizadores. (Figura
17) (Hamblin, et al., 2002).

Pared celular Polisacarido O
Gram negativa
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Figura 17: Diagrama de la pared de una bacteria gram negativa modelo. (Madigan, et al., 2004)

Esta membrana externa incluye una capa de lipopolisacaridos, que forma parte de una
segunda bicapa lipidica de gran complejidad, conteniendo no sélo fosfolipidos, sino
también un importante nimero de proteinas; muchas de ellas asociadas a los
lipopolisacaridos que adornan el exterior de la membrana y que estan anclados a la
misma mediante el Lipido A que a su vez se une fuertemente al nicleo del polisacérido
que esta unido al polisacarido O. (Figura 18) (Erridge, et al., 2002)

La variabilidad de estos LPS determina factores tan importantes como la toxicidad
bacteriana y el reconocimiento por parte del sistema inmune de las bacterias; ademas
les confiere una mayor resistencia a las bacterias gram negativas a la aTFD (Wainwright,
et al., 1997), haciendo necesario el uso de fotosensibilizadores catidnicos para su unién
a la membrana de carga neta negativa y conseguir una actividad litica efectiva.
(Malanovic & Lohner, 2016) Esta unién de los fotosensibilizadores cationicos también
se dan en las bacterias gram positivas, pero su mayor sensibilidad natural hace menos
critico su uso.

En el caso de células eucariotas, su union a las membranas es menos répida, lo que
puede ser (til para minimizar efectos secundarios de la aTFD si se activa la irradiacién
luminica rapidamente después de la administracion del FS (Deminova & Hamblin, 2004).
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Figura 18: Estructura general de un lipopolisacarido de una bacteria gram negativa.

(Erridge, et al., 2002) *Kdo: Acido 3-Deoxy-D-manno-oct-2-ulosonico.

7.2.Terapia antimicrobiana combinada

El concepto de aplicar tratamientos diferentes de forma coherente para buscar
efectos sinérgicos que permita una mejor eliminacion de los patdgenos con menores
dosis de antimicrobianos es conocido con el nombre de terapia antimicrobiana
combinada.

En el campo de los tratamientos fotodindmicos, el uso de aTFD combinada con
tratamientos convencionales se ha investigado para evitar infecciones en cirugias
dentales. (Meire, et al., 2012)

Es realmente interesante la posibilidad de combinar la aTFD con tratamientos
antibidticos para bajar las dosis, esto tiene dos ventajas principales desde el punto de

vista sanifarinr . : : -
- Minimizar posibles efectos secundarios producidos por la toxicidad de los

antibioticos.
- Potenciar el efecto, evitando la aparicion de bacterias resistentes y/o
eliminando las que estuvieran presentes.

Se ha demostrado la existencia de los efectos sinérgicos de combinar tratamientos
con antibidticos y aTFD en modelos experimentales con animales. (Chibebe , et al.,
2013)
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7.3.Patdgenos de interés: Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una enterobacteria gram negativa de morfologia bacilo de
1x5 um. Presenta motilidad peritrica y capacidad aerdbica y anaerobia facultativa por
fermentacion. No tiene actividad oxidasa, citrato ni genera H.S ni acetoina, pero la
mayoria de las cepas fermentan la lactosa y la D-glucosa.

Escherichia coli es una bacteria basicamente neutrdéfila (pH entre 5-9) y mesdfila (15-
45°C), habitante natural de la parte final del intestino de animales de sangre caliente,
generalmente sin causarles perjuicios. No obstante, ciertos serotipos han demostrado
ser actores clave en diferentes patologias intestinales y extra intestinales, entre los que
se encuentran: (Scheutz & Strockbine, 2005)

Cepas enteropatogénicas (EPEC): serotipos causantes de diarreas cuyo
mecanismo de patogenicidad no se han relacionado con enterotoxinas o con
invasividad del tejido al estilo de los géneros Shigella o Salmonella. Se trata de
unos pocos serotipos clasificados en base a su antigeno somatico y flagelar, que
interfieren con las rutas de sefializacion celular de las células epiteliales,
provocando la internalizacion de las bacterias en las mismas, lo que
desencadena los sintomas.
Cepas enteropatdgenas (ETEC): clones enterotoxigénicos que no son invasivos,
pero producen enterotoxinas. Suelen estar asociados a los serotipos que causan
secrecion intestinal activando la ruta del guanilato o adenilato ciclasa.
Cepas enteroinvasivas (EIEC): serotipos con capacidad de invadir y multiplicarse
en el epitelio intestinal, con un mecanismo analogo a Shigella, habitualmente
dependiente de un gen plasmidico que le confiere esta virulencia.
Cepas enteroagregativas (EAggEC): presentan patrones de adherencia por
auto-agregacion caracteristicos; esta capacidad mediada por un plasmido causa
diarrea, rampas intestinales y otros sintomas de trastorno entérico y es la causa
habitual de la diarrea del viajero, asi como de diarreas infantiles.
Cepas productoras de Shiga/Vero toxina (STEC/VTEC): cepas capaces de
producir una o varias de estas citotoxinas, usualmente transmitidas por
bacteriéfagos, se conocen por su capacidad enterohemorragica y se suele
asociar a la cepa O157:H7, con cuadros graves de edemas, que pueden acabar
con la muerte del paciente.
Cepas que producen cuadros clinicos extraintestinales, entre los que destacan:
o Infecciones en el tracto urinario (UTI): cepas con factores de
patogenicidad en su genoma o plasmidos que les permiten sobrevivir
fuera de su habitat natural, evitar las defensas del organismo y/o
codifican para toxinas; el principal grupo son las uropatogénicas (UPEC),
que pueden provocar pielonefritis graves.
o Meningitis neonatal (NMEC): causadas por cepas K1 en recién nacidos
de menos de 3 meses. Es el responsable del 20% de los casos de
meningitis neonatales.

Como todas las bacterias gram negativas, Escherichia coli es resistente a los
antibiéticos hidr6fobos como los macroélidos. Esto es debido a la estructura de la
membrana externa y su poca permeabilidad a estos productos, pero no es extrafia la
presencia de bombas que ayuden sinérgicamente a esta resistencia. (Nikaido, 1996)
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Adicionalmente, se han descrito resistencias adquiridas a aminoglucosidos, -
lactdmicos, cloranfenicol, macroélidos, sulfamidas, tetraciclina y trimetroprim. Los
mecanismos de resistencia son diversos: alteracion de diana, detoxificacion enzimatica,
evitacion de la acumulacién del antibiético, etc., adquiridos por mutaciones en el ADN
cromosdémico o mediante plasmidos que son portadores de los genes necesarios para
la resistencia. (Quintiliani & Courvalin, 1995)

Como modelo de bacteria gram negativa, Escherichia coli ha sido sometida a aTFD con
éxito en diversas ocasiones. (Deminova & Hamblin, 2004)

7.4.Patdbgenos de interés: Salmonella sp.

Al igual que E. coli, Salmonella es una enterobacteria. Bacteria gram negativa, posee
morfologia de bacilo de una longitud de 1x4 um. Presenta motilidad peritrica y capacidad
aerébica y anaerobia facultativa por fermentacién. Fermenta la D-glucosa con
produccién de gas, es capaz de reducir los nitratos a nitritos y usar el citrato como fuente
Unica de carbén. Se revela negativa en la prueba del indol y la ureasa, ademas de no
ser habitual encontrar la capacidad de fermentar sucrosa, inositol ni salicina. (Popoff &
Le Minor, 2005)

Los serotipos de Salmonella pueden ser especificos del huésped, como los Thyphi,
Paratiphy A y Sendai, exclusivos del ser humano y que causan enfermedades graves
con cuadros de sindrome septicémico-tifoidal. También hay serotipos ubicuos que son
los presentes en contaminaciones alimentarias (por ejemplo, el serotipo Typhimurium),
gue incluso con dosis infectivas por debajo de las 1000 UFC/mL, provocan sintomas
clinicos de prognosis que puede variar de leve a muy grave. Una vez recuperados los
pacientes, éstos se mantienen como portadores durante meses, con peligro de causar
contaminacién cruzada al manipular alimentos.

La patologia de Salmonella es debida a su capacidad de invadir la mucosa del intestino
delgado, penetrando en las células epiteliales y llegando a los ganglios linfaticos
mesentéricos, pudiendo infectar el higado y el bazo en las fases de sepsis de la
enfermedad. (Gulig, 2007)

De forma similar a Escherichia coli, las cepas de Salmonella sp. pueden adquirir
resistencias mediante pladsmidos, incluso provenientes de serotipos con huéspedes
exclusivos animales. Son especialmente preocupantes las cepas multiresistentes, cuya
aparicion se ha disparado por el uso de antibiéticos en ganaderia. (Anderson, et al.,
1975)

Salmonella Typhimurium se ha reportado como sensible a la aTFD utilizada para la
esterilizacion de superficies. (Brovko, et al., 2005)
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7.5.Patbgenos de interés: Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo gram positivo de unos 0.4x1.5 um que puede
formar filamentos de mas de 6 um, presenta motilidad peritrica cuando se desarrolla a
menos de 30°C y capacidad aerdbica y anaerobia facultativa. Fermenta la D-glucosa
con produccién de &cido lactico, siendo positiva en la prueba del Voges-Proskauer y del
rojo de metilo, pero negativa en la prueba del indol, catalasa y ureasa. (McLauchlin &
Rees, 2009)

L. monocytogenes ha sido aislada de muchos ambientes desde hace muchos afios:
vegetales, forrajes, ensilados, agua y en el suelo. Se ha aislado de muchos ambientes
naturales acuaticos: de la superficie de canales y lagos, forrajes, etc. La presencia de
listeria en las canales de los animales se atribuye a su contaminacion con material de
origen fecal durante el eviscerado. Un elevado porcentaje de animales (del 11 al 52 %)
son portadores sanos. En humanos se considera que un 1% es portador asintomatico.
Ampliamente distribuida, Listeria monocytogenes es patdgena para el ser humano vy
otros mamiferos, causando infecciones sistémicas que suelen derivar en sepsis y/o
meningitis en individuos inmunocomprometidos, pudiendo infectar al feto en caso de
pacientes embarazadas. (Murray, et al., 1929)

L. monocytogenes es de especial impacto debido a su capacidad para crecer en
entornos de la industria alimentaria durante largos periodos aprovechando diferentes
alimentos como substrato, incluso si estos presentan conservantes como la sal o el
nitrato de sodio. Su capacidad para crecer a bajas temperaturas hace a esta bacteria de
particular relevancia en la industria de la comida precocinada. (Farber & Peterkin, 1991)

Listeria  monocytogenes se ha reportado como sensible a la aTFD durante la
esterilizacion de superficies. (Brovko, et al., 2005)

8. Aplicaciones de la terapia fotodindmica antimicrobiana:

“Photodermatology—The Future is Bright” -- Kendric C. Smith

Como se ha explicado anteriormente, la principal ventaja de la aTFD es la capacidad de
afectar a un amplio abanico de microorganismos, minimizando los efectos adversos
secundarios al limitar su efecto y poder dirigir el dafio oxidativo a las células diana v,
sobre todo por permitir tratar infecciones sin generar resistencias ulteriores (Lauro, et
al., 2002). Estas cualidades hacen posibles diversas aplicaciones tales como el:

v' Tratamiento de células y tejidos in vitro: Se ha aplicado con éxito para la
eliminacion de patdgenos en cultivos de piel artificial (Street, et al., 2009) o en
esterilizacion de sangre donada potencialmente infectada con virus (Mohr, et al.,
1997).

v' Tratamiento de infecciones en quemaduras: Su uso topico sobre quemaduras
infectadas (comunmente debido a especies de Candida y Pseudomonas
aeruginosa), permite minimizar los efectos secundarios en un tejido sin perfusion
0 de pacientes inmunodeprimidos (Soukos, et al., 1998) al ser eficaz frente
cualquier microorganismo oportunista implicado (Dai, et al., 2009).

23



Tratamiento de infecciones cutaneas: Acostumbran a ser infecciones fastidiosas
gque afectan cavidades y superficies corporales y que generalmente responden
mal a los tratamientos sistémicos. Estas infecciones son causadas por diversas
bacterias, hongos filamentosos, parésitos eucariotas e incluso en unos pocos
casos por virus. Se han tratado con éxito mediante aTFD cuadros de queratitis,
queratomicosis, abscesos o leishmaniasis cutanea, etc. (Hamblin & Hasan,
2004) (Akilov, et al., 2007). Otro ejemplo es su uso para el tratamiento efectivo
del acné provocado por Propionibacterium acne en casos que requiere no sélo
de un tratamiento tépico, sino de inyecciones intra-lesion (Ryou, et al., 2009)
(Ashkenazi, et al., 2003)

Tratamiento de infecciones en tejido blando, a menudo asociadas a
traumatismos: En el caso de infecciones como la fascitis necrética (causadas por
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. 0 por infecciones polimicrobianas),
gangrena gaseosa (provocada por Clostridium spp.), gangrena de Fournier
(originada por mezclas sinergisticas de aerobios y anaerobios). En todos estos
casos suele ser necesaria la escision del tejido infectado, que podria ser
reducida con una correcta aplicacién de la TFD en la zona infectada (Berthiaume,
et al., 1994).

Tratamientos de estomatologia: La TFD se ha demostrado efectivo para la
eliminacion de biopeliculas de Enterococcus faecalis, principal patégeno
asociado a las infecciones endodénticas (Dai, et al., 2009). Existen soluciones
comerciales para la fotodesinfeccion, como Periowave™, que usa el azul de
metileno como fotosensibilizador (Gursoy, et al., 2013). Actualmente es el campo
en gue mas extendido esta la implementacién de TFD en pacientes.

Tratamientos de infecciones en drganos internos: El uso de TFD con azul de
metileno en mucosa gastrica permite eliminar la colonizacién de Helicobacter
pylori (Millson, et al., 1996), asociado al riesgo de padecer gastritis, Ulceras e
incluso cancer de estomago (Parsonnet, et al., 1991).

Tratamiento de infecciones sistémicas complejas: La tuberculosis, causada por
la bacteria Mycobacterium tuberculosis es una enfermedad que ataca
primariamente a los pulmones, pero que puede extenderse a otras zonas como
la piel y precisa de un tratamiento complejo, siendo necesarios largos periodos
de exposicién con varios antibiéticos, lo que aumenta la probabilidad de la
generacion de resistencias a los mismos (Verbeeck, et al., 2016). La aplicacion
de TFD ya ha probado su efectividad en cultivos in vitro (Hasebe, et al., 2013) y
modelos animales (O'Riordan, et al., 2006) con administracion intravenosa del
FS con irradiacion externa.

Las infecciones del tracto urinario son el segundo tipo de infecciones mas
comunes causadas por bacterias gram negativas como Escherichia coli (Al-Jiffri,
et al., 2011) . Para combatirlas se han probado con éxito tratamientos in vitro
(Turcheniuk, et al., 2015) y, en modelos de roedor, han resultado ser eficaces
tras la administracion directa del FS mediante un catéter en la vejiga urinaria
(Liu, et al., 2015).

Tratamientos antiviricos: La TFD ha sido usada contra diferentes virus. A pesar
de la existencia de una vacuna, el virus del papiloma humano sigue siendo la
infeccion de transmisién sexual mas frecuente en muchos paises civilizados y es
causante de diferentes tipos de cancer (Hausen & De Villiers, 1994); aTFD
topicos y sistémicos han sido aplicados en diferentes zonas corporales,
previniendo la recurrencia, problema habitual con los tratamientos
convencionales (Shikowitz, et al., 1998).
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Capitulo 2: Objetivos

Los objetivos planteados en la presente tesis se pueden resumir en cuatro:

Objetivo 1: Estudiar el efecto de la terapia fotodinamica sobre diferentes especies de
microrganismos potencialmente patdgenos: Escherichia coli, Salmonella enterica y
Listeria monocytogenes.

Objetivo 2: Estudiar el efecto de la terapia fotodinAmica sobre diferentes cepas de
Escherichia coli con diferentes patrones de resistencia a antibiéticos.

Obijetivo 3: Estudiar el efecto de la terapia fotodindmica sobre diferentes cepas de
Escherichia coli crecidas en biopelicula para compararlo con el efecto que ejerce
cuando las células se desarrollan en estado plancténico.

Objetivo 4: Evaluar si se producen sinergias entre el tratamiento fotodinamico y un
antibiético ya aprobados para su uso clinico sobre cepas de Escherichia coli.
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Capitulo 3: Material y métodos

1. Caracterizacion de las cepas de trabajo:

1.1.Cepas bacterianas:

Las cepas utilizadas en este trabajo son las siguientes:

1. Escherichia coli ATCC 35218 y ATCC 25922, esta Ultima caracterizada como
productora de biopeliculas (Naves, et al., 2008). Ambas fueron obtenidas a partir
de la American Type Culture Collection (ATCC). (ATCC®, 2016) (ATCC®, 2016).

2. Salmonella enterica CECT 443, adquirida en la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) (Universitat de Valencia (CECT), 2016). Esta cepa corresponde a
la ATCC 13311, referenciada en bibliografia previa como cepa de referencia para
el estudio de Salmonella enteropatogénica (Park, et al., 2010).

3. Listeria monocytogenes serovar 1/2 CECT 40317 de la Coleccién Espaiiola de
Cultivos Tipo (CECT). Corresponde a la cepa ATCC 15313, citada en bibliografia
en estudios previos sobre tratamientos fotodinamicos (Brovko, et al., 2005)

4. Cepas clinicas: se escogieron veinticuatro cepas uropatogénicas de Escherichia
coli, aisladas de muestras de orina humana.

Todas las cepas utilizadas estan depositadas y mantenidas criogénicamente en el
Institut Quimic de Sarria (1QS), en tampon fosfato (PBS, Fisher Scientific BP399-
1, Geel, Belgica, pH ajustado a 7.4) con un 20% de glicerol como agente
crioprotector (Sigma-Aldrich G7757, Saint Louis, Estados Unidos) a -80°C
(congelador Thermo VX490E, Geel, Belgica).

Antes de su utilizacion, un microtubo de la cepa deseada se descongela a
37+£1°C en una incubadora (JP Selecta, Abrera, Espafia) y se siembra mediante
estria en placas de Petri estériles de poliestireno (890 mm-Labbox labware,
Vilassar de Dalt, Espafia), sobre el medio caldo de triptona de soja (TSB,
Panreac, Castellar del Vallés, Espafia) adicionado con un 1,5% de agar-agar
para obtener el medio sélido agar de triptona de soja o TSA (Fisher BP9744,
Geel, Belgica). Las placas se incuban en aerobiosis toda la noche (ON, minimo
de 16 horas) a 37+1°C.

Comprobada la pureza del cultivo mediante una tincion de Gram y observacion
microscopica, se preparan los preindculos de cultivo en 10 mL de medio liquido
TSB en tubos de ensayo de vidrio de borosilicato estériles (13 mL-Labbox
labware, Vilassar de Dalt, Espafa).
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1.2. Antibiogramas:

En el caso de las cepas de E. coli, se procedio a realizar un estudio de su sensibilidad
a los antimicrobianos mediante el método de Kirby-Bauer modificado que emplea discos
de difusién de los antibiéticos y que se describe a continuacion.

Para realizar el estudio, primero, se transfirieron colonias del cultivo puro del
microorganismo en estudio a un tubo con solucién salina estéril con el fin de obtener
una turbidez equivalente al 0,5 McFarland (aproximadamente 10® microrganismos
viables por mililitro).

A continuacion, se depositdé 1 mL de la suspension sobre una placa de Petri con agar
Mueller-Hinton (Sigma, Saint Louis, Estados Unidos) y se hizo rotar por encima del agar.
Seguidamente, se removio el exceso de in6culo mediante una micropipeta y se dejaron
secar las placas tapadas entre 5 y 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
mediante un dispensador se colocaron los discos de antibidticos sobre el agar (discos
Rosco Neo-Sensitabs-ROSCO Diagnostica, Taastrup, Denmark). Los discos se deben
depositar a mas de 15 mm del borde de la placa y distribuidos de manera de que no
haya superposicion de los halos de inhibicion. Finalmente, las placas se incubaron en
aerobiosis a 37+£1°C durante 16-24 horas.

Transcurrida la incubacién, se valoran los antibiogramas segun el didametro de los halos
de inhibicién desarrollados alrededor de los discos, como se muestra en la figura 19 y
teniendo en cuenta los datos aportados por el fabricante para poder determinar si la
cepa es resistente o sensible a cada uno de ellos. (Taroco, et al., 2000)

Figura 19:
Fotografia de
antibiograma

realizado a cepa
multiresistente de
E. coli.

Los halos de
inhibicién
alrededor de los
discos indican la
sensibilidad de la
cepa al antibidtico
presente en cada

disco.
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En la tabla 2 se aporta la lista de los 16 antibioticos frente a los cuales se ha obtenido
el perfil de sensibilidad a los antibiéticos de todas las cepas de E. coli utilizadas en esta

Tesis Doctoral.

Asimismo, se aporta informacion sobre la familia a la que pertenece el antibiético y la
diana celular del mismo. Los antibiéticos ensayados se han seleccionado teniendo en
cuenta que todas las cepas habian sido aisladas de muestras de orina y que fueron
identificadas como Escherichia coli.

Tabla 2: Descripcidon de los antibidticos que se utilizaron en el estudio.

Categoria s ras . .
. . 8 . Antibidtico Diana Bacteriana
Antimicrobiana
Penicilinas Ampicilina
Penicilinas + o <.
oL Amoxicillina + Acido
Inhibidores de la B- .
Clavulanico
lactamasa
Cefalosporinas de .
. P ., Cefalotina i . .
primera generacion Sintesis de la pared bacteriana
Cefalosporinas de .
., Cefuroxima
segunda generacion
Cefalosporinas de .
P ., Cefotaxima
tercera generacién
Cefamicinas Aztreonam
Cefoxitina
Quinol Ciprofloxacina
uinolonas . . .
Acido Nalidixico ADN girasa.
Norfloxacino
Macrélidos Azitromicina Subunidad 50S del Ribosoma

Tetraciclinas

Tetraciclina

Aminoglicosidos

Gentamicina

Subunidad 30S del Ribosoma

Fosfoenolpiruvatos

Fosfomicina

UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvil
transferasa

Furantoinas

Nitrofurantoina

ADN y varios enzimas bacterianos

Diaminopirimidinas
+ Sulfamida

Trimethoprim +
Sulfametoxazol

Sintesis del acido fdlico
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1.3.Tincion de Gram:

La tincion de Gram es una tincion diferencial rutinaria que se emplea en bacteriologia.
Los pasos a seguir son los siguientes:

- A partir de un cultivo bacteriano, se prepara un frotis fino y homogéneo sobre un
portaobjetos limpio y desengrasado que se fija suavemente mediante el calor de
la lama de un mechero Bunsen.

- Cubrir el frotis con violeta de genciana (cristal violeta -Panreac, Castellar del
Vallés, Espafia) durante 3 minutos. Lavar con agua.

- Cubrir con lugol (Lugol -Panreac, Castellar del Valles, Espafa), dejandolo actuar
durante 2 minutos antes de lavarlo con agua.

- Decolorar con alcohol-acetona (1:5 acetona:alcohol 96°). Lavar con agua y
afiadir safranina como colorante de contraste (Safranina O -Panreac, Castellar
del Vallés, Espafia), durante 1 minuto. Lavar con agua.

- Secar y observar al microscopio a una magnificacion de x1000 aumentos (Optic
Ivymen System-Selecta, Abrera, Espafia) con aceite de inmersion (Aceite de
inmersiéon -Panreac, Castellar del Valles, Espafia).

1.4.Formacién de biopeliculas:

Para asegurar que las cepas de Escherichia coli uropatogénicas son productoras de
biopeliculas, se compararon con la cepa de referencia productora de biopeliculas ATCC
25922 (Naves, et al., 2008).

El protocolo seguido es una adaptacion del previamente descrito por Danese y
colaboradores (Danese, et al., 2000) y se describe a continuacion:

Para cada cepa de E. coli utilizada en el estudio, a partir de una colonia aislada de E.
coli sobre TSA, se prepara un preindculo sembrandola en 5 mL de caldo LB (Sigma,
Saint Louis, Estados Unidos) y se incubé en agitacién a 37+1°C ON. Cada uno de los
preindculos se utilizara en una columna experimental y por duplicado en una placa
estéril de 96 pocillos. Las columnas se organizan tal y como se detalla seguidamente.
Las placas se incubaron ON en una incubadora sin agitaciéon a 37+1°C.

Columnas control:

Control negativo: 130 uL Tampén fosfato estéril (PBS) inoculado con 2 pL del
preinéculo de E. coli ATCC 25922.

Control Positivo: 130 uL Medio salino minimo M9 (Gibco, life technologies, New
York, Estados Unidos), suplementado con un 0.8% p/v de glucosa
estéril (Panreac Quimica, Castellar del Valles, Espafia) inoculado
con 2 pL del preinéculo de E. coli ATCC 25922.

Columnas muestra:
130 pL Medio salino minimo M9 (Gibco, life technologies, New York, Estados
Unidos), suplementado con un 0.8%p/v de glucosa estéril (Panreac Quimica,
Castellar del Valles, Espafia) al que se le afiaden 2 pL del preinéculo de una de
las cepas uropatogénica a estudiar.
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Transcurrida la incubacion de las células en las placas, se comprueba el crecimiento de
las bacterias mediante una medicién de la densidad 6ptica a 630 nm de cada pocillo
realizada con el lector de absorbancia de microplacas (Biotek ELx808, Winooski,
Estados unidos).

Para eliminar las células no incluidas en la biopelicula, se retira suavemente el
sobrenadante con una micropipeta y se lava el pocillo con 150 uL de solucion salina
estéril (0.89% NaCl, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos). Tras ello, se dejan
secar los pocillos al aire durante 20 minutos. Finalizado el tiempo de secado, a cada
pocillo se afiaden 130 pL de Cristal Violeta 1%p/v (Panreac, Quimica, Castellar del
Valles, Espaiia) y se deja reposar a oscuras durante 5 minutos.

Para eliminar el exceso de tinte, se lavan cuatro veces los pocillos con 180 yL de agua
destilada estéril. El liquido de los pocillos se descarta y se deja secar las placas durante
una hora.

Por ultimo, el tinte incorporado en las células se solubiliza con 130 pL de etanol absoluto
(alcohol deshidratado 99.9%, Alcohols Montplet, Barcelona, Espafia) y se mide la
densidad optica de cada pocillo a 490 nm.

Obtenidos los valores de densidad Gptica (atenuancia), para estandarizar los resultados
se aplico la formula 4 (Niu & Gilbert, 2004)

(OD490nm de las células teftiidas) — (0D490nm de controles negativos tefiidos)

FEB =
(0OD630nm células crecidas en cultivo plancténico)

Férmula 4: Formacion especifica de biopeliculas (FEB)

La produccién de biopelicula quedé revelada al comparar la FEB de los diferentes
cultivos crecidos en medio de cultivo, con las lecturas de los controles hechos con las
bacterias incubadas en PBS (sin crecimiento).

2. Determinacion de la densidad de células viables: recuento del nimero
de Unidades Formadoras de Colonia (UEC)

Para el célculo de la densidad de células viables de una suspension, antes y después
de los tratamientos, se preparé un banco de diluciones de la muestra de factor 1/10 en
PBS, hasta una dilucion maxima de 10° (en los estudios de las biopeliculas, es
necesario resuspenderlas previamente con el volumen deseado de PBS).

A continuacion, 10 pL de cada dilucion se sembraron por triplicado en una placa de TSA
por extension y se incubaron a 37+1°C durante 24 horas. Se hizo el recuento de las
colonias aisladas en el canal con la menor dilucion que tuviera las colonias claramente
diferenciadas, como se ve en la figura 20.
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Figura 20: Colonias

crecidas en placa a

partir de las diluciones

Dilucién:

El calculo de las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) se obtuvo
segun la férmula 5y se promediaron los recuentos de las siembras por triplicado, siendo
este promedio el valor de células viables de la dilucién de la muestra.

UFC B Recuento de colonias

Férmula 5: Calculo células viables =

ml Dilucionx0.01

2.1.0btencién de las suspensiones bacterianas de trabajo iniciales:

Para nuestros experimentos, se ha mantenido una densidad celular inicial del cultivo
estandarizada a aproximadamente 1.5x10®% UFC/mL. Esta concentracion se
corresponde a un valor de turbidez de 0.5 en la escala McFarland, concentracion usada
habitualmente para valorar efectos en la viabilidad bacteriana. (Onlen, et al., 2007)

Para ajustar el valor de la densidad celular de la suspension de trabajo inicial, se preparo
un banco de suspensiones de diferente concentracion de células a las que se determiné
su densidad celular calculada mediante el método antes descrito para obtener el nimero
de UFC/mL de cada una de ellas y se correlacioné este valor con el resultado de medir
la densidad optica (D.O.) de cada suspension en caldo TSB con un espectrofotometro
(Jenway, Staffordshire, Regne Unit) a una longitud de onda de 620 nm. Asi, se
determiné que para alcanzar el valor de concentracién de aproximadamente 1.5x10°8
UFC/mL deseado, se trabajaria con una D.O.sx de 0.05+0.01 en suspensiones de
Escherichia coli y de 0.08+0.01 en el caso de Salmonella enterica y Listeria
monocytogenes.
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Asi, para obtener la suspension celular de trabajo inicial, se prepard un preindculo
sembrando una colonia de la bacteria en un tubo con 10 mL de TSB. Tras su incubacién
ON, minima de 16 horas) a 37£1°C, entre 50 y 100 uL del preindculo fueron transferidos
a 10 mL de medio TSB fresco y se incubaron en agitacion suave a 60 rpm (Rotabit-JP
Selecta, Abrera, Espafa), en aerobiosis y a 37£1°C, hasta que el valor de D.O.s20 del
cultivo alcanzé el correspondiente a la densidad deseada (0.05 o 0.08), momento en el
que se procedio al estudio de fotoinactivacion.

3. Caracteristicas de lairradiacion:

3.1. Tratamientos de irradiacion:

Para las irradiaciones se utiliz6 una lampara de 18 LED (light emitting diode, Showtec,
LED Par64Short, Sussex, UK) de luz roja a 640 + 25 nm, cuyo espectro de emisién se
muestra en la figura 21.
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Figura 21: Espectro de emision de luz roja de la lampara LED, indicando la potencia generada

segun la longitud de onda.

La dosis de luz que recibieron las muestras se calculé segun la férmula 6.

Férmula 6: Calculo de la dosis de luz recibida

Dosis de luz (]/sz) = Irradiancia (W/sz) XTiempo
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Aplicado a los experimentos realizados, la
irradiancia a una distancia de las muestras de 25
cm fue de 8 mW/cm?2.

En los estudios con Escherichia coli y Listeria
monocytogenes, se irradio las muestras durante
37.5 minutos (18 J/cm?). Para los estudios frente
Salmonella, se emplearon también dosis de 28.8
J/cm? (60 minutos) y 57.6 J/cm? (120 minutos)
para la determinacion de la dosis de
fotoinactivador bactericida.

Figura 22: Lampara LED irradiando muestras en la campana
de flujo laminar horizontal (Selecta SL.), como parte de los

estudios de aTFD.

3.2.Evaluacion de lareduccién de viabilidad causada por la exposicion
alaluz.

Previo a la aplicacion de la terapia fotodinamica, se hicieron unos primeros estudios
para comprobar que el tratamiento y la exposicion a la luz roja no reducian la viabilidad
de las bacterias.

Partiendo de cultivos de aproximadamente 108 UFC/mL, se separaron alicuotas del
cultivo, cada una de ellas de un volumen de 1 mL, que se depositaron en microtubos
(Labbox, Vilassar de Dalt, Barcelona). A continuacién, los microtubos fueron
centrifugados a 3000 g durante 10 minutos (centrifugadora Sigma 2-16P-Fisher Bioblock
Scientific, Geel, Belgica).

Para eliminar el medio de cultivo, se decanté el sobrenadante y se resuspendié el boton
celular con el mismo volumen (1 mL) de PBS. El centrifugado y lavado se repitieron tres
veces Yy se hicieron tres grupos de estudio, en ningln caso se utilizé fotosensibilizador:

El “control células”, en el que se hizo el recuento de viables después de una
incubacién en agitacioén a oscuras de 15 minutos.

El “control oscuridad”, después de una incubacion en agitacion a oscuras de 15
minutos en PBS se pas6 300 uL a la placa de 96 pocillos y se dej6 dos horas a
temperatura ambiente a oscuras para proceder seguidamente a realizar el
recuento celular.

33



El “control luz”, difiere del “control oscuridad” en el hecho de que una vez se ha
pasado a la placa de 96 pocillos, la placa se dejé dos horas a temperatura
ambiente mientras recibia una irradiacion de 57.6 J/cm? con luz roja (640 + 25
nm) antes de llevar a cabo el recuento celular.

4. Agentes antimicrobianos:

4.1.Fotosensibilizadores:

En los estudios de inactivacion de las cepas bacterianas mencionadas, se utilizé azul
de metileno (MB) comercial (Panreac, Montcada i Reixac, Espafia) como agente
fotosensibilizador. Se prepararon soluciones madre de MB a concentraciones de 77.5
UM en agua desionizada estéril que se conservaron a 4°C en la oscuridad, nunca por
mas de una semana.

Para el estudio de la inactivacion de Salmonella, aparte del MB, también se utiliz6 el
nuevo azul de metileno (NMB) comercial (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos).
Las soluciones madre de NMB se ajustaron a concentraciones de 103 uM en agua
desionizada estéril y se conservaron a 4°C en la oscuridad, nunca por mas de una
semana.

Previamente a su uso en el experimento, a partir de las soluciones madre se obtuvieron
diluciones de ambos fotosensibilizadores a la concentracion de trabajo deseada en
tampon fosfato PBS.

En la figura 23 se muestran los espectros de absorcion de ambos fotosensibilizadores,
confirmando la oportunidad del uso de luz roja para su excitacion.
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Figura 23: Espectro de absorcion del azul de metileno y el nuevo azul de metileno, con el rango de emision

de la fuente LED utilizada indicada en gris.
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4.2. Antibiotico:

El antibidtico empleado en los tratamientos combinados, en los que éste se utiliz6 junto
a un fotosensibilizador, fue el acido nalidixico (NAL, AppliChem-Panreac, Darmstadt,
Alemania), agente terapéutico ampliamente utilizado en el tratamiento de las infecciones
urinarias. (Hooper, 1998)

Se prepard una solucion madre de NAL a una concentracién de 32 ug/mL (0.13 mM).
Para ello, el NAL se disolvid en 90 mL de agua estéril adicionada de 10 mL de NaOH
(Panreac Quimica, Castellar del Vallés, Espafia) a una concentracion 1 M en agua
estéril, que permite una mejor disolucion del NAL y se conservo a 4 °C en oscuridad.

Siguiendo las instrucciones del fabricante, la disolucibn se empleé como maximo
durante los siguientes 15 dias. Las diluciones deseadas se diluyeron en PBS estéril,
segun necesidad.

4.3.Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de los
fotosensibilizadores y antibiotico:

En los casos que se consideraron oportunos, se determind la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de los productos frente a las cepas bacterianas. Para ello, se hicieron
tratamientos con dosis crecientes de fotoinactivador o de antibiético a concentraciones
fijas celulares hasta conseguir la completa inhibicion del crecimiento bacteriano.

5. Terapia fotodindmica antimicrobiana:

5.1.Sobre bacterias en crecimiento planctdnico:

Para las fotoinactivaciones, se siguid el mismo protocolo en todos los estudios,
adaptandolo a las diferentes especies bacterianas. El procedimiento es el que se
describe a continuacion.

Partiendo de un preinéculo incubado ON en TSB, se transfirieron 100 yL del mismo a
10 mL de medio fresco TSB estéril y se incub6 en agitacion a 37+1°C hasta alcanzar la
D.0.s20 de trabajo deseada.

Transcurrido el periodo de incubacién, se separaron alicuotas del cultivo, cada una de
ellas de un volumen de 1 mL, que se depositaron en microtubos (Labbox, Vilassar de
Dalt, Barcelona). A continuacion, los microtubos fueron centrifugados a 3000 g durante
10 minutos (centrifugadora Sigma 2-16P-Fisher Bioblock Scientific, Geel, Belgica). Para
eliminar el medio de cultivo, se decantd el sobrenadante y se resuspendio el boton
celular con el mismo volumen (1 mL) de PBS. El centrifugado y lavado se repitieron dos
veces y, en la Ultima iteracion, se resuspendieron las células con una solucion de la
concentracion de fotosensibilizador (MB o NMB) deseada en PBS. Todos los pasos a
seguir a continuacion fueron realizados en oscuridad.
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Las concentraciones elegidas para realizar los estudios de inactivacién se desprenden
de estudios previos del grupo (resultados no mostrados) o de las estimaciones del MIC
descritas posteriormente en el apartado de resultados. Estos valores se recogen en la
tabla 3.

Tabla 3: Concentraciones de fotosensibilizadores utilizadas.

MB: Azul de metileno; NMB: nuevo azul de metileno.

Concentracién de

Concentracion de

Estudio fotosensibilizador | fotosensibilizador
(1M) (ng/mL)
Listeria aTFD (plancténico) De 0.31 hasta 1.55 De 0.1 hasta 0.5
monocytogenes
De 15.5 hasta 310 De 5 hasta 100
Salmonella ,
. aTFD (plancténico) De 12.4 hasta De 6 hasta 50
enterica 103.3 (NMB) (NMB)
Tratamiento combinado
con acido nalidixico 15.5y7.75 5y2.5
Escherichia coli (planctdnico)
aTFD (plancténico) 31 10
aTFD (biopelicula) 77.5 25

Para cada concentracion a ensayar, las células se incubaron en presencia del
fotosensibilizador en agitaciéon suave a 60 rpm durante 30 minutos en oscuridad. A
continuacion, se transfirieron 300 uL de cada muestra a un pocillo de una placa de 96
pocillos estériles (Thermo Scientific®, Roskilde, Dinamarca), que fueron irradiadas en
condiciones asépticas el tiempo descrito: 37.5 minutos para E. coli y L. monocytogenes
para alcanzar una fluencia de 18 J/cm? o 60 6 120 minutos en los estudios con
Salmonella, en los que se emple6 una dosis de luz de 28.8 J/cm? 0 57.6 J/cm?.

Una vez irradiadas el tiempo requerido, las muestras se mantuvieron a oscuras mientras
se realizaron las diluciones y siembras para el calculo de viables.

El resultado de cada experiencia fue la media de tres tratamientos de fotoinactivacion.
Tras cada uno de ellos se sembraron tres placas para el calculo del nimero de UFC/mL.

Ademas de realizar todos los experimentos por triplicado como se ha descrito, para cada
muestra se incluyeron unos experimentos de control que fueron los siguientes:

- “Control células”. Consiste en realizar el recuento de la concentracion de
densidad celular bacteriana, sin exposicion al fotosensibilizador. Esto permitié
tener el numero de las UFC/mL iniciales de referencia que se utiliz6 para el
calculo de las inactivaciones.

- “Control Dark”: En este caso, las muestras reciben exactamente el mismo
tratamiento, pero se mantiene a oscuras durante el mismo tiempo que se irradian
las muestras de estudio. Permite descartar toxicidad inherente al agente
fotoinactivador.
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5.2.Sobre Escherichia coli desarrollada en biopelicula:

Para las fotoinactivaciones de células en biopelicula, se siguié una variacion del
protocolo anteriormente descrito para las bacterias en estado plancténico (Danese, et
al., 2000).

Partiendo de una colonia aislada de Escherichia coli sobre TSA, se prepard un
preindculo sembrandola en 5 mL de caldo LB (Sigma, Saint Louis, Estados Unidos) y se
incubd en agitacion a 37+1°C ON.

Por triplicado y tras el periodo de incubacion, en una placa de 96 pocillos estéril, se
afadio 2ul del preindculo de cada muestra a 130 pL de medio TSB y se dejo crecer ON
a 37+1°C en la incubadora sin agitacion.

Para eliminar las células no incluidas en la biopelicula, se retir6 suavemente el
sobrenadante con una micropipeta y se lavé el pocillo con solucién salina estéril (0.89%
NaCl- Sigma-Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos) un minimo de tres veces o hasta que
no se detectd turbidez en el sobrenadante tras ser medida la D.O. mediante un
espectrofotébmetro a 620 nm.

Seguidamente, se afiadieron 130 uL de una solucion de MB en PBS a la concentracion
deseada (25 pg/mL en el tratamiento aTFD) y se dejo en reposo incubandose 15 minutos
en total oscuridad, tras lo que se sometié a la irradiaciéon (37.5 minutos, 18 J/cm?).

A continuacion, se retird el sobrenadante y se lavaron los pocillos con 180 pL de PBS
dos veces, para acabar resuspendiendo las células del pocillo con 180 pL de PBS estéril
pipeteando con energia para arrancar la biopelicula y disgregarla con eficiencia. La
suspension resultante fue finalmente diluida para el calculo de UFC/mL, segun se ha
descrito.

En todas las experiencias, ademas de hacerse, como minimo, por triplicado, se han
incluido una serie de controles:

- “Control de creacion de biopelicula”: En cada experimento se afiadieron dos
pocillos que fueron sembrados con la cepa productora de biopeliculas de
referencia Escherichia coli ATCC 25922 e incubados. Uno de los pozos contenia
el medio de cultivo TSB igual que los de realizados con las cepas clinicas de E.
coli, pero no se le afadi6 el fotosensibilizador MB y se utilizé como el “control
células” descrito para las células desarrolladas en estado planctonico, mientras
que el segundo pocillo sélo contenia el tampdn PBS (ni medio de cultivo ni MB)
por lo que sirvi6 como “control negativo de células” para poder descartar
contaminaciones exdgenas.

Al inicio de cada experimento se compararon los controles celulares con y sin
irradiacion sin MB para detectar posibles efectos toxicos de la luz sobre las
células. En ningun experimento se pusieron de manifiesto.

- “Control Dark”: Las muestras recibieron exactamente el mismo tratamiento, pero
se mantuvieron a oscuras durante el mismo tiempo que se irradiaron las
muestras de estudio (37.5 minutos). Este control permite descartar toxicidad
debida al propio fotoinactivador.
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- “Control del efecto de la metodologia” Las muestras reciben exactamente el
mismo tratamiento, pero no se afiade MB, s6lo PBS a la biopelicula antes de la
irradiacién. Esto permite descartar efectos derivados de lisis mecéanica por el
tratamiento. En ningun experimento se detectaron diferencias a considerar.

5.3. Tratamiento combinado aTFD + antibi6tico:

En los tratamientos combinados en los que se utilizo, con las concentraciones indicadas
en la tabla 4, un fotosensibilizador (MB) y un antibidtico convencional (NAL) se siguio el
procedimiento siguiente:

Tabla 4: Concentraciones de fotosensibilizador y antibidtico utilizadas.

Concentracion del compuesto

Acido nalidixico (0.5 MIC) | Azul de metileno (0.5 MIC) | Azul de metileno (0.25 MIC)

7 ug/mL, (28.4 uM) 5 ug/mL (15.5 uM) 2.5 ug/mL(7.75 uM)

Primero, se inici6 el tratamiento con el acido nalidixico a una concentracién equivalente
a la mitad de la MIC previamente obtenida con la cepa de referencia de Escherichia coli
ATCC 25922 (tabla 3). Para ello, se incub6 1 mL de una suspensién celular de E. coli a
una concentracion de aproximadamente 108 UFC/mL en PBS, en presencia de 7 ug/mL
de NAL durante tres horas en agitacion a 60 rpm, a oscuras y a 37°C. (Tabla 3)

A continuacion, se centrifugé 10 minutos a 3000 g para eliminar el NAL del
sobrenadante. Seguidamente, se resuspendidé en un volumen final de 1 mL el botén
celular, con PBS con la concentracion deseada de MB y la mitad o un cuarto de la MIC
(de nuevo, obtenida con la cepa de referencia de Escherichia coli ATCC 25922). (Tabla
3) Entonces se sometid a la irradiacion durante 37.5 minutos (18 J/cm?) con luz roja (640
+ 25 nm).

Por ultimo, se sembraron por triplicado para el recuento de UFC/mL, segun lo descrito.
Estas muestras que recibieron ambos tratamientos, con antibiético y fotodinamico, se
les dio la etiqueta de “MIX”, por combinar los dos.

Todas las experiencias destinadas a evaluar el efecto del tratamiento combinado se
realizaron por triplicado sin olvidar incluir una serie de controles para valorar, en caso
de que existiera un efecto sinérgico entre el MB y el NAL, que éste no estaba influido
por otros factores. Los controles realizados fueron los siguientes:

- “Control células”: Consistio en el recuento de la concentracion de la densidad
celular, sin exposicion a fotosensibilizador/antibiético. Esto permitié determinar
el numero de las UFC/mL iniciales de referencia.

Al inicio de cada experimento se compard los controles celulares (sin FS) cony
sin irradiacién para detectar posibles efectos de la luz sobre las células. En
ningun experimento se detecto toxicidad debida a la luz.
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- “Efecto antibiético”: En el caso de los tratamientos que empleaban antibiético, se
resuspendié el boton celular con antibiético diluido en PBS, sin
fotosensibilizador.

- “Efecto fotoinactivacion”: Se utilizé un grupo control al que se le sometio a las
mismas condiciones de incubacién, que en este caso se realizé en PBS sin &cido
nalidixico antes de ser resuspendido en la concentracion de MB deseada e
irradiado, como en los tratamientos “MIX” anteriormente mencionados.

6. Analisis de los datos obtenidos:

6.1.Valoracion de los resultados de la inactivacion bacteriana y
tratamiento estadistico de los datos:

Todos los valores estan representados como la media de al menos tres experimentos
(n=3) con sus desviaciones estandar (xo).

Para que el efecto de un farmaco sobre un microorganismo se considere que tiene un
efecto bactericida es necesario que produzca al menos una reduccion de mil veces
(>3logs) en el numero de UFC/mL calculado.

Como criterio adicional, se llevo a cabo varios estudios estadisticos simples, realizados
en el programa de procesado de datos Excel 2016:

Para ver las diferencias entre las muestras irradiadas y las muestras con
fotosensibilizador, pero sin irradiacién se utilizé un test t de Student, con un nivel de
significacion a=0.05, que permitié saber si existié diferencias significativas entre las
respuestas al tratamiento. Para poder aplicarlo con correccion se hizo previamente un
estudio de igualdad de varianzas mediante un test F.

Adicionalmente, se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) para determinar si habia
diferencias en las respuestas de las diferentes cepas empleadas durante el estudio a
los diferentes tratamientos.

Ademas de permitir determinar si existen diferencias estadisticas entre las respuestas
a los diferentes tratamientos, al permitirnos analizar varias muestras a la vez (ANOVA
multivariante), también se utiliz6 para determinar si existian diferencias estadisticas
entre la sensibilidad al tratamiento de las distintas cepas estudiadas.

El analisis ANOVA fue realizado con un valor de a = 0.05 y de a = 0.01, que permitié
saber si existio diferencias significativas entre las respuestas.

En todos los casos, se parte de una hipétesis nula (Ho), segun la cual el efecto del
tratamiento es el mismo y la hipétesis alternativa (H1), que el efecto del tratamiento es
diferente.
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6.2.Valoraciéon de la existencia de sinergia en los estudios de terapia

fotodindmica antimicrobiana con antibi6tico:

En los experimentos de aTFD con azul de metileno y &cido nalidixico, se buscaba ver si
el tratamiento combinado con ambos (MIX) tenia un efecto sinérgico. Para ser
considerado sinérgico, seria necesario que la suma del efecto del tratamiento
combinado fuera menor que la multiplicacion del efecto de los tratamientos con MB y
NAL (formula 7). Si los efectos son iguales, el efecto se consideraria aditivo. Y, en el
caso de que el efecto del tratamiento combinado (MIX) fuese mayor que la multiplicacion
del efecto de los tratamientos con MB y NAL, el efecto seria antagdnico.

Férmula 7:
Resumen efectos

sinérgicos.

MIX < NAL x MB - Sinérgico
MIX = NAL x MB - Aditivo

MIX > NAL x MB = Antagdnico

Para simplificar el célculo, se aplicaron logaritmos, por lo que es aplicando la regla
aritmética correspondiente a logaritmos; asi, las formulas que se emplearon fueron las

indicadas en la formula 8:

Férmula 8:
Simplificacion

efectos sinérgicos.

Logio (MIX) < logio (NAL) + logio (MB) = Sinérgico
Logio (MIX) = logio (NAL) + logio (MB) = Aditivo

Logio (MIX) > logio (NAL) + logio (MB) - Antagdnico
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Capitulo 4: Resultados y discusion

1. Caracterizacion y estudios previos

1.1.Comprobacion de la pureza de los cultivos: Tincion de gram.

En todos los casos en que se emplearon cepas bacterianas, se comprobd la pureza de
los cultivos mediante tinciones de gram antes de realizar los experimentos. Las figuras
24 a 26 muestran la respuesta a la tincion de gram de una de las cepas de Escherichia
coli utilizada en este trabajo (E. coli ATCC 35218), de Listeria monocytogenes ATCC
15313 y de Salmonella enterica ATCC 13311.

Figura 24: Escherichia coli ATCC 35218: Tincion de gram.
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Figura 25: Listeria monocytogenes ATCC 15313: Tincién de gram.

Figura 26: Salmonella enterica ATCC 13311: Tincion de gram.
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1.2.Medida de la capacidad de formacion de biopelicula por parte de
las cepas de Escherichia coli.

Como se ha expuesto en el capitulo de material y métodos, para asegurar que las cepas
de Escherichia coli uropatogénicas son productoras de biopeliculas, se compararon con
la cepa de referencia productora de biopeliculas ATCC 25922 (Naves, et al., 2008) y se
calculd la relacién de formacién especifica de biopeliculas (FEB), segun el protocolo
descrito por Danese (Danese, et al., 2000) (féormula 1)

Férmula 1: Formacion especifica de biopeliculas (FEB)

(0D490nm de las células teniidas) — (0D490nm de controles negativos tefiidos)
(0OD630nm células crecidas en cultivo plancténico)

FEB =

Los resultados obtenidos a partir del promedio de los célculos de las FEB se representan
en la figura 27:
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Figura 27: Relaciéon de formacion especifica de biopeliculas. Control negativo: E. coli ATCC 25922 incubada
overnight en PBS. Control Positivo: E. coli ATCC 25922 incubada overnight en medio de cultivo M9 con glucosa.

Ab 1 a 24: cepas clinicas incubadas en medio de cultivo M9 con glucosa.
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Como se puede observar a partir de la grafica de la figura 27, los resultados obtenidos
en el estudio de formacién especifica de biopeliculas presentan unos margenes de
variabilidad muy grandes. Esto es debido a la poca uniformidad que se consigue en la
tincién de la biopeliculas. Sin embargo, para todas las cepas se aprecian valores de
formacion especifica de biopeliculas superiores al control negativo, cercanos al FEB de
la cepa modelo de productor de biopeliculas (ATCC 25922).

De estos datos, ademas de la observacion directa de biopeliculas visibles a simple vista
en los pocillos con bacterias crecidas incluso después de cinco lavados suaves con
solucidn salina de los pocillos para eliminar las células plancténicas, se concluy6é que
todos los aislados cinicos de Escherichia coli uropatogénicas eran productoras de
biopeliculas.

Esto es coherente con lo encontrado en la bibliografia, que indica que, en muchos casos,
la creacion de biopelicula es necesaria para la invasién/supervivencia del patégeno en
el cuerpo del paciente, siendo esta capacidad un factor clave a la hora de determinar la
virulencia y persistencia de las infecciones y de las enfermedades asociadas a ellas
(Lebeaux, et al., 2013).

1.3.Evaluacion de lareduccién de viabilidad causada por la exposicion
alaluz.

Previo a la aplicacion de la terapia fotodinamica frente a las diferentes especies
bacterianas en estudio, se comprobd que la simple exposicion a la luz roja (640 + 25
nm) no reducia la viabilidad de las bacterias y por tanto no influia en el tratamiento
cuando se aplicaba el protocolo establecido.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 28, donde se representa el nimero
de UFC/mL del “control células” (suspensidon celular recién obtenida), del “control
oscuridad” (suspension celular incubada en oscuridad durante 120 minutos a
temperatura ambiente) y del “control luz” (suspension irradiada mediante luz roja a
temperatura ambiente y con la dosis de luz ajustada para cada una de las condiciones
empleadas posteriormente.

Como se quiere evaluar los efectos de la metodologia a aplicar, todos los ensayos se
realizaron por triplicado, en ausencia del agente fotosensibilizador.
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Figura 28: Evaluacién de la toxicidad de la irradiacién de 57.6 J/cm? de luz roja de longitud de onda (640 t 25
nm) aplicada a suspensiones bacterianas de E. coli ATCC 35218, L. monocytogenes ATCC 15313 y S. enterica
ATCC 13311 en ausencia de fotosensibilizador. Control células: suspension celular inicial sin incubacién
posterior. Control oscuridad: suspensiones celulares incubadas 120 minutos en oscuridad. Control luz:
suspensiones celulares incubadas durante 120 con luz roja. Todas las incubaciones se realizaron sin agitacion

a temperatura ambiente.

Como se puede observar en la figura 28, todos los recuentos dieron resultados alrededor
de las 10® UFC/mL.

Las variaciones en los recuentos de la viabilidad celular por debajo de un factor
logaritmico decimal se consideraron despreciables al entrar dentro del error
experimental habitual, por lo que no pueden imputarse a un efecto de alguno de los
factores empleados en los tratamientos. Este hecho empirico, conocido por nuestra
experiencia, fue comprobado mediante la aplicacién del andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) a los resultados obtenidos, que confirmé la hipétesis nula (no hay diferencias
significativas en los diferentes tratamientos) con un nivel de significacion a=0.05.

Asi, analizados los resultados, se concluyé que la exposicion a la luz durante dos horas
no tiene un efecto perjudicial a tener en cuenta sobre las bacterias y por tanto, era
posible efectuar nuestros protocolos de fotoinactivacion con la seguridad de que las
pérdidas de viabilidad que se observasen serian causadas por el efecto del agente
fotosensibilizador, ya sea cuando esté sea irradiado o por su toxicidad intrinseca, y no
por el efecto de la metodologia aplicada o de un posible efecto de la luz sobre las células.
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2. Efecto de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre especies
patégenas.

Es sabido que el efecto de la terapia fotodinamica depende de las caracteristicas del
microorganismo a tratar y de las caracteristicas del fotosensibilizador utilizado
(Malanovic & Lohner, 2016), por lo que es importante comprobar la utilidad de los
fotosensibilizadores con diferentes especies. Por ello, ademas de estudiarse el efecto
del azul de metileno en Escherichia coli, se hicieron dos estudios paralelos sobre dos
bacterias patdgenas de particular interés en la industria alimentaria con la intencién de
valorar su posible aplicacibn como desinfectante de materiales o superficies de trabajo
en las industrias de este sector.

Las bacterias elegidas fueron Salmonella enterica ATCC 13311, como ejemplo de gram
negativo, y Listeria monocytogenes ATCC 15313 como ejemplo de gram positiva. Como
se ha comentado en la introduccion, ambas especies pueden causar trastornos de la
salud cuando son ingeridas junto a los alimentos.

Para este estudio se han seleccionado dos bacterias con diferente respuesta a la tincion
de gram ya que, a pesar de que una de las grandes ventajas de la terapia fotodinamica
antimicrobiana es su capacidad de ser efectiva contra los diferentes microorganismos,
se ha demostrado que el efecto no es igual sobre todos ellos. En la practica resulta
evidente la mayor resistencia de las bacterias gram negativas (Wainwright, et al., 1997).

2.1.Efecto de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre Listeria
monocytogenes:

Para el primer estudio se eligié a una bacteria gram positiva, Listeria monocytogenes
ATCC 15313, para ser tratada mediante terapia fotodinamica con azul de metileno como
fotosensibilizador. A partir de estudios previos realizados en nuestro departamento y de
datos hallados en la bibliografia, es conocida la mayor sensibilidad que presentan las
bacterias gram positivas a este tipo de terapia (Malik, et al., 1992).

Coherentemente, los datos obtenidos en el departamento sobre otra bacteria gram
positiva: Staphylococcus aureus, donde se conseguian reducciones de la viabilidad de
10° veces, como se muestra en la figura 29, pasando de crecimientos de 108 UFC/mL a
apenas superar las 100 UFC/mL; estos antecedentes permitieron planificar los
experimentos en los que el rango de concentraciones de azul de metileno se mantuvo
por debajo de los 5 pg/mL (15.5 uM).
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Figura 29: Grafica del numero de UFC/mL de S. aureus ATCC 29213 tratadas con concentracién de MB (0 y
1.86 uM) con 18 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (37.5 minutos) de incubacién en

oscuridad “Dark”.

Es de gran interés utilizar la minima dosis de FS posible por economia. Ademas, en el
caso de FSs que son tintes como el azul de metileno, usar una dosis baja permite
mejorar el aspecto de la solucién de los mismos. Asimismo, en el caso de tratamientos
clinicos, permite minimizar los posibles efectos secundarios. Por ello se considerd
interesante buscar la dosis minima inhibitoria (MIC), entendida esta como la
concentracion minima de fotosensibilizador que elimina todas las bacterias, en nuestro
caso partiendo de una concentracion inicial de entre 10% a 1.5-10%8 UFC/mL.

En todos los experimentos, la dosis de irradiacién se mantuvo fija en los 18 J/cm?, con
37.5 minutos de irradiacion de luz roja (640 £ 25 nm), que en experiencias previas con
enterobacterias (Escherichia coli, no mostradas), se mostré como una dosis efectiva
para la eliminacion bacteriana con azul de metileno como fotosensibilizador

En la figura 30, se detalla el efecto de los tratamientos iniciales sobre Listeria
monocytogenes utilizando concentraciones crecientes (0, 1.55, 3.1, 6.2 y 15.5 uM) de
azul de metileno. Se incluyen los recuentos de muestras con las mismas
concentraciones de fotosensibilizador, pero sin ser irradiadas con los 18 J/icm?
mencionados (muestras incubadas en oscuridad).
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Figura 30: Grafica del numero de UFC/mL de L. monocytogenes ATCC 15313 tratadas con diferentes
concentraciones de MB (0, 1.55, 3.1, 6.2 y 15.5 uM) con 18 J/cm?2 de irradiacion “Light” y con el mismo tiempo

(37.5 minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.

Tras emplear estas dosis, se llegé a dos conclusiones:

- Incluso con la dosis mas elevada de fotosensibilizador, no se observé un aumento de
mortalidad en las pruebas sin irradiar “Dark”, por lo que se pudo descartar efectos de
toxicidad intrinsecos al azul de metileno sobre las células.

- El tratamiento fotodindmico fue muy efectivo, eliminando a todas las bacterias tratadas.
Fue tan efectivo que, incluso en la dosis menor no se encontraba supervivencia alguna,
por lo que para obtener la MIC es necesario probar dosis incluso mas bajas de azul de
metileno para poder afinar su valor.

En la grafica de la figura 31, se puede apreciar el efecto de los tratamientos con dosis
inferiores de fotosensibilizador sobre Listeria monocytogenes, con concentraciones
crecientes (0, 0.31, 0.62, 0.93, 1,24 y 1.55 uM) de azul de metileno. Se incluyen los
resultados de los recuentos de muestras con las mismas concentraciones de
fotosensibilizador, pero sin ser irradiadas con los 18 J/cm?2,
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Figura 31: Grafica del numero de UFC/mL de L. monocytogenes ATCC 15313 con diferentes concentraciones
de MB (0, 0.31, 0.62, 0.93, 1,24 y 1.55 uM) con 18 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (37.5

minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.

Como era de esperar, al igual que en el caso del experimento anterior en el que se
habian utilizado concentraciones superiores de azul de metileno, el tratamiento no
causo toxicidad detectable en los cultivos mantenidos en oscuridad o “Dark”.

Para las muestras tratadas con luz, se puede ver el descenso de la viabilidad que
causaron las crecientes concentraciones de azul de metileno, llegando a la inhibicion
completa del crecimiento a una concentracién de 1.55 uM (0,5 pg/mL). Con estos datos,
se concluyé que la concentracién minima inhibitoria en las condiciones experimentales
empleadas es de 0.5 pg/mL (1.55 uM), partiendo de una concentracion inicial
aproximada de 108 UFC/mL.

Este estudio también nos permite afirmar que la dosis bactericida, la que consigue una
reduccion de la viabilidad celular de méas del 99.9% (3 logs), es de 0.3 pg/mL (0.93 uM),
concentracion de PS en la que se pudo observar una caida de viabilidad de mas de 108
UFC/mL a menos de 10° UFC/mL.

Estas bajas concentraciones pueden conseguirse preparando una dilucion incolora a
simple vista (ver diferencias en la figura 32), lo que hace del azul de metileno como una
alternativa realmente interesante para la desinfeccién de superficies o utensilios de
trabajo, ademas de como tratamiento sanitario.
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Figura 32: Fotografia mostrando la coloracién de diferentes concentraciones de azul de metileno: 10 pug/mL

(31 uM), 2.5 pg/mL (7.75 uM), 0.5 pg/mL (1.55 uM), 0.3 pg/mL (0.93 uM) y 0.1 ug/mL (0.31 uM).

2.2.Efecto de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre Salmonella
enterica.

2.2.1. Con azul de metileno como fotosensibilizador:

En el caso del estudio con Salmonella enterica ATCC13311, se ha partido de estudios
previos realizados frente a otras bacterias gram negativas (ver célculo de MIC de
Escherichia coli en esta misma tesis).

Fijada la dosis de irradiacion a 18 J/cm? (37.5 minutos), se prepar6é un gradiente de
concentraciones de azul de metileno en agua hasta los 25 ug/mL (0, 15.5, 31, 46.5, 62
y 77.5 uM), para determinar la MIC. En la figura 33, se puede apreciar el efecto de los
tratamientos iniciales sobre Salmonella enterica; se incluyen también los recuentos de
muestras con las mismas concentraciones de fotosensibilizador, pero sin ser irradiadas
con los 18 J/cm?, muestras incubadas en oscuridad o “dark”.
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Figura 33: Gréfica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes concentraciones
de MB (0, 15.5, 31, 46.5, 62 y 77.5 uM) con 18 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (37.5

minutos) de incubaciéon en oscuridad “Dark”.
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Con estas dosis, se llegaron a dos conclusiones:

- Incluso con la dosis mas elevada de fotosensibilizador, no se observé un aumento de
mortalidad en las pruebas sin irradiar “Dark”, por lo que se pudo descartar efectos de
toxicidad intrinsecos al azul de metileno sobre las células.

- En las muestras irradiadas “Light’, no se observé una disminucién relevante de
UFC/mL; incluso con las concentraciones mas altas, causaron poco mas de una
reduccién del 10% en la viabilidad, variabilidad que est4 dentro de la variabilidad
experimental habitual. Esto queda confirmado al aplicar un andlisis de la varianza, cuyos
resultados se ven en la tabla 5.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las | Suma de cuad Grados de libé Promedio de | Probabilidad
Entre grupos 0,72 4 0,18 0,29
Dentro de los 1,97 15 0,13

Total 2,69

Tabla 5: Resumen del test de analisis de la varianza de las reducciones de viabilidad medidas entre las

concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 20 pg/mL (15.5, 31, 46.5, 62y 77.5 uM).

Este resultado no era el esperado, ya que Salmonella, al igual que Escherichia coli,
pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceae. Por tanto, E. coli s un organismo
filogenéticamente cercano que presenta MICs inferiores (de nuevo, se presentara una
medida de la misma en esta misma tesis).

Asi, se pudo concluir que, claramente, Salmonella es una especie que presenta una
resistencia al tratamiento. Esta puede ser debida a la accion de bombas de eflujo que
expulse el fotosensibilizador al exterior de las células, efecto ya ha sido descrito para
las fenotiacinas cationicas. (Tegos, et al., 2008) (Fernandez & Hancock, 2012)

Este resultado, aunque inesperado a priori, no es inusual entre los gram negativos, ya
gque en este mismo laboratorio se ha comprobado el valor de la MIC del azul de metileno
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y este se encuentra por encima de los
25 pg/mL, como se muestra en la figura 34:
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Figura 34: Grafica del nimero de UFC/mL de P. aeruginosa ATCC 27853 tratadas con concentracién de MB (0
y 77.5 uM) con 18 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (37.5 minutos) de incubacién en

oscuridad “Dark”.

Para solucionarlo, se opt6 inicialmente por aumentar el tiempo de irradiacion hasta una
hora (28.8 J/cm?), para intentar no subir la concentracién de azul de metileno, evitando
efectos toxicos del mismo sin irradiacion.

Con este principio, se mantuvieron las mismas concentraciones de azul de metileno (0,
15.5, 31, 46.5, 62y 77.5 uM). En la figura 35, se puede apreciar el efecto del tratamiento
con 60 minutos de irradiacion; se incluyen los resultados de las suspensiones celulares
incubadas el mismo tiempo sin exposicidn a la luz en presencia de las diferentes dosis
del fotosensibilizador.
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Figura 35: Grafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes concentraciones
de MB (0, 15.5, 31, 46.5, 62 y 77.5 uM) con 28.8 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo (60

minutos) de incubacién en oscuridad “Dark”.
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Al aumentar la exposicion a la luz, aunque, en efecto, se vio mas efecto fotodindmico
gue en el caso anterior (figura 33), no se llegd a alcanzar una reducciéon de 99.9% que
marca el efecto bactericida, quedandose en poco més de un 99% de mortalidad.

Debido a este poco efecto, finalmente se decidi6 aumentar la concentracion de
fotosensibilizador, subiéndola hasta los 50 pg/mL (77.5, 124 y 155 yuM). Los resultados
se pueden ver en la figura 36, donde se ve el efecto del tratamiento con 60 minutos de
incubacién, tanto en oscuridad, como irradiado.
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Figura 36: Grafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes

concentraciones de MB (0, 77.5, 124 y 155 uM) con 28.8 J/cm?2 de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo

(60 minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.

El incremento de dosis de fotosensibilizador no comporté una aparicion de efectos
bactericidas, quedandose en poco mas de un 99% de mortalidad.

A pesar de que se empezaba a observar toxicidad intrinseca del azul de metileno en
las muestras no irradiadas con la mayor concentraciéon (50 pg/mL-155 pM), se hizo
una Ultima prueba con una concentracion todavia més elevada: 100 pg/mL (310 pM)
manteniendo y duplicando el tiempo de irradiacion, con una y dos horas (28.8 y 57.6
J/cm?, respectivamente).

En la figura 37, se puede apreciar el efecto del tratamiento con 60 y 120 minutos de
incubacion, con y sin irradiacion.
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Figura 37: Gréafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tras ser tratada con diferentes
concentraciones de MB (0 y 310 uM) con 28.8 J/cm?y 57,6 J/cm?2 de irradiacion “Light” y con el mismo tiempo

(60 y 120 minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.

En este experimento finalmente se observo un claro efecto bactericida del tratamiento,
alcanzado tanto tras una como en dos horas de irradiacion, obteniéndose mas de 3y 4
reducciones logaritmicas, respectivamente, pero sin llegar a alcanzar una inhibicién
completa del crecimiento bacteriano.

Paralelamente, se ve un efecto de toxicidad del azul de metileno sin irradiar, con una
reduccion del 99% de la viabilidad. Esto se ve confirmado al hacer un analisis de la
variancia, en la que se encuentran diferencias significativas entre el control celular y el
control Dark sin irradiar.

Los resultados del andlisis estadistico se pueden ver en la tabla 6 (F de Fisher para
decidir que analisis aplicar).

Prueba F para varianzas de dos muestras
Control Células 100 Dark Tabla 6: Test F de Fisher

Media 3,49E+08 2,51E+06 realizado. En la tabla se
Varianza 1,31E+16 1,02E+12 presenta la
Observacione 1,20E+01 9 comparacién de
Grados de libe 1,10E+01 8
F 1,28E+04
P(F<=f) una cc 9,76E-16 <a=0,05 |,

Valor critico é 3,31E+00 Varianzas diferentes

varianzas del control

celular y las muestras

sin irradiar (Dark)
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Dado que las varianzas eran diferentes, se aplicé un t de Student para varianzas
diferentes, como se puede ver en la tabla 7:

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
Control Células 100 Dark
Media 349166667 2511111,111 Tabla 7: Test t de
Varianza 1,3081E+16 1,01861E+12
Observaciones 12
Diferencia hipotética de las medias 0 se presenta la
Grados de libertad 11 comparacién de
Estadistico t 10,4989233 varianzas del control
P(T<=t) una cola 2,2677E-07
Valor critico de t (una cola) 1,79588432
P(T<=t) dos colas 4,5354E-07 <a=0,05 || sinirradiar (Dark)
Valor critico de t (dos colas) 2,20098516 | Diferencias significativa

Student. En la tabla

celular y la muestras

=l

Efectivamente, se confirmd la existencia de una toxicidad significativa en las muestras
con azul de metileno sin irradiar. Para intentar bajar esta toxicidad, se buscd una
concentracién menor de azul de metileno (90 pug/mL), dejando el tiempo de irradiaciéon
en una hora (28.8 J/cm?). El resultado queda reflejado en la figura 38, donde se ve el
efecto del tratamiento con 90 y 100 pg/mL (279 y 310 uM).
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Figura 38: Grafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes
concentraciones de MB (0,279 y 310 uM) con 28.8 J/cm? de irradiacién “Light” y con el mismo tiempo

(60 minutos) de incubacion en oscuridad “Dark”.
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En este experimento, se llegd a conseguir un efecto bactericida claro en la dosis de 100
pg/mL; estos resultados fueron coherentes con los resultados previos reflejados en la
figura 37, alcanzando en ambos el efecto bactericida.

En el caso de las concentraciones de azul de metileno de 90 pg/mL, se midieron
reducciones de justo el 99.9%, alcanzando también el efecto bactericida.

En ambos casos, se aprecioé una toxicidad clara en los controles Dark sin irradiar. Esto
es un efecto indeseado para nuestro estudio, ya que no nos permite ver con claridad la
reduccion de viabilidad debida solamente al efecto fotodindmico; pero se ha de aclarar
que, de cara a un posible uso como desinfectante de superficies, el interés es en su
letalidad global, independientemente de su origen.

Esta toxicidad no relacionada con la fotoexposicién esta relacionada con su interaccion
con la membrana interna bacteriana, anulando su fluidez natural. (Jette Elisabeth, 1990)
(Janos, et al., 1992)

En ningln caso se llegé a ver una mortalidad total, por lo que la MIC quedaria en una
concentracion superior, en la cual es de suponer que la toxicidad en oscuridad del azul
de metileno también seria mayor.

Como conclusién, se puede afirmar que el tratamiento fotodinamico antimicrobiano es
efectivo como desinfectante (alcanza dosis bactericida), pero hay que tener en cuenta
que una parte del efecto es por toxicidad directa del fotosensibilizador, por lo que su uso
estaria restringido al tratamiento de materiales.

Para su uso como desinfectante, las concentraciones tan altas de azul de metileno son
problematicas, debido a que su intenso color azul puede tefir el material a desinfectar,
bajando su valor comercial o siendo directamente inutil para su uso.

Esta baja sensibilidad no era esperada ni por resultados obtenidos en estudios previos,
ni por estar descrita en la bibliografia. Las causas de esta no las conocemos con
absoluta certeza, pero cabe pensar que tengan alguna relacién con una baja afinidad
del colorante por la envoltura celular o algin mecanismo no descrito de expulsion del
mismo una vez haya alcanzado el citoplasma, lo que haria que la mortalidad fuera
solamente causada por la produccién de especies reactivas de oxigeno por parte del
fotosensibilizador presente en el medio, no unidas a las bacterias. Esta toxicidad
secundaria no es deseable por su inferior rendimiento y baja especificidad.
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Partiendo de esta hipoétesis, se postulé que, si se usaba un fotosensibilizador con mas
afinidad por la membrana bacteriana, se deberia ver una mejora en su rendimiento.

El fotosensibilizador elegido fue el Nuevo Azul de Metileno (NMB), ya que es un derivado
cromoféricamente metilado del azul de metileno (Ragas, et al., 2010)

Las estructuras del azul de metileno y nuevo azul de metileno se presentan en las figuras
13y 14.
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Figura 13: Estructura quimica del azul de metileno
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Figura 14: Estructura quimica del nuevo azul de metileno
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El nuevo azul de metileno tiene un rendimiento cuantico mejorado (1.32 veces la del
MB), manteniendo su estructura catiénica. (Wainwright & Giddens, 2003)

Esta demostrado que, en comparacion al MB clasico, el nuevo azul de metileno presenta
una superior capacidad bactericida sobre microrganismos (Lopez-Chicoén, et al., 2016);
siendo ésta debida, no s6lo a su superior rendimiento cuantico, sino también a una
mayor lipofilicidad (valores de logP de -0.1 en MB y 1.2 NMB), que varia su afinidad por
la pared bacteriana y lo convierte en una alternativa atractiva cuando se desea observar
efecto fotodindmico con un cambio minimo del fotosensibilizador. (Ragas, et al., 2010)
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2.2.2. Estudio del efecto de la terapia fotodinamica antimicrobiana
en Salmonella enterica, con New Methylene Blue como
fotosensibilizador

Para ver si, como se postuld, el cambio de fotosensibilizador acababa llevando a
mejores resultados, se repitid el dltimo experimento sobre Salmonella enterica ATCC
13311, con concentraciones de 90 i 100 pug/mL (185.9 y 206.6 uM) de Nuevo Azul de
Metileno; los resultados se pueden ver en la Figura 39, tras mantener las muestras por
60 minutos de incubacion, en oscuridad o irradiados (28.8 J/cm?).
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Figura 39: Grafica del numero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes concentraciones
de NMB (0, 185.94 y 206.6 uM), con 28.8 J/cm? de irradiacion “Light” y con el mismo tiempo (60 minutos) de

incubacién en oscuridad “Dark”.

Con estas condiciones, todas las bacterias expuestas al fotosensibilizador fueron
erradicadas, independientemente de si habian estado expuestas a la luz o se habian
mantenido los 60 minutos a oscuras.

Al comparar estos datos con lo obtenido previamente con el azul de metileno vistos en
la figura 38, es evidente que el NMB tiene un efecto téxico en oscuridad sobre las
células, incluso mas potente que el azul de metileno normal; posiblemente por su mayor
lipofilicidad, que mantendria el compuesto unido a las bacterias. (Ragas, et al., 2010)
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Para poder ver mejor si se producia el efecto fotodindmico, se decidid bajar las
concentraciones de fotosensibilizador.

En la figura 40, se puede ver el efecto del tratamiento con 10 y 50 pg/mL (20.66 y 103.3
1UM) de NMB con 60 minutos de incubacién, en oscuridad o irradiados (28.8 J/cm?).
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Figura 40: Grafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes concentraciones
de NMB (0, 20.66 y 103.3 uM) con 28.8 J/cm? de irradiacion “Light” y con el mismo tiempo (60 minutos) de

incubacién en oscuridad “Dark”.

Con estas concentraciones soélo se detect6 toxicidad debida al fotosensibilizador en la
concentracién mas alta con 50 pg/mL (103.3 uM), mientras que a una concentracion de
10 pg/mL (20.66 pM) no estaba presente tal efecto.

Asimismo, se observé disminuciones en la viabilidad de Salmonella en las muestras
irradiadas tratadas con ambas concentraciones de NMB, alcanzandose el efecto
bactericida en ambos casos, con mas de cuatro logaritmos de reduccion en los
recuentos de UFC/mL.

Con una concentracion de 20.66 uM de fotosensibilizador, se alcanzaron reducciones
de hasta cinco unidades logaritmicas decimales mientras que se midié una ligera
disminucion del efecto en la concentracion mas alta (103.3 uM), que fue recurrente al
repetir el experimento.
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Como experimento final, se decidié probar concentraciones intermedias de NMB; esto
nos permitiria confirmar la tendencia observada.

Asi, en la figura 41, se puede ver el efecto del tratamiento con concentraciones de 6 a
25 pg/mL (0, 12.40, 16.53, 20.66 y 51.65 puM) de NMB, con una incubacion de 60
minutos en oscuridad o irradiados (28.8 J/cm?).
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Figura 41: Grafica del nimero de UFC/mL de S. enterica ATCC 13311 tratada con diferentes
concentraciones de NMB (0, 12.4, 16.53, 20.66 y 51.65 uM) con 28.8 J/cm?2 de irradiacién “Light” y con

el mismo tiempo (60 minutos) de incubacién en oscuridad “Dark”.

Para todas las concentraciones del fotosensibilizador ensayadas en esta etapa, la
toxicidad sin irradiacion fue escasa, aunque parece indicar una tendencia al alza al
aumentar concentraciones que no superé la reducciéon del 10% que se consideré como
una reduccién posible dentro de la variabilidad experimental.

Con estos recuentos, los resultados previos fueron reforzados, ya que se detecté una
disminucion de la viabilidad asociada al incremento de concentracién del
fotosensibilizador tras el tratamiento con luz, con un logaritmo de reducciéon en
concentraciones de 6 pg/mL (12.4 uM), que llegaron a los seis logaritmos de reduccion
con 10 pg/mL (20.66 uM) de fotosensibilizador.

Por dltimo, se confirmd un descenso de la actividad antimicrobiana al subir las
concentraciones de fotosensibilizador por encima de los 10 pg/mL que se visualizé en
los recuentos de las bacterias expuestas a 25 pg/mL de fotosensibilizador, con una
reduccion de viabilidad tnicamente de 3 unidades logaritmicas.

61



Como conclusiones, aunque no se ha llegado a definir la MIC del NMB con exactitud,
se ha conseguido una mortalidad muy alta, del 99.999%, sin toxicidad intrinseca
asociada con esta concentracion de fotosensibilizador. Si se quisiera obtener el valor de
la MIC, haria falta probar mas concentraciones entre los 10 y 25 pg/mL de NMB.

Los datos obtenidos, nos permiten afirmar que la aTFD con NMB es efectiva para la
desinfeccion de Salmonella enterica, reafirmando la importancia de una correcta
eleccién del fotosensibilizador (Sharma, et al., 2012) y la necesidad del continuo
desarrollo y testeo de nuevas moléculas fotosensibilizadores.

Como nuestro objetivo era conseguir un efecto bactericida suficientemente elevado
como para poder utilizar el fotosensibilizador como agente desinfectante, hecho
conseguido, se decidié no continuar los experimentos necesarios para obtener el valor
de la MIC.

En la experiencia con NMB ademas se observo un efecto que también es importante a
la hora de planificar el uso de fotosensibilizadores como antimicrobianos: a la hora de
determinar la concentracion Optima del fotosensibilizador a utilizar, no siempre mas
concentracion es mejor.

Como se ha visto, en nuestros experimentos se detecté un descenso del efecto
antimicrobiano al superar cierta concentracion del mismo. Esto puede ser debido a la
formacion de agregados de moléculas de NMB, cuya formacién seria mas probable al
aumentar la concentracién de FS; estos agregados actuarian como un filtro interno,
dificultando el acceso de la luz y/o el oxigeno al FS; ademas, es conocido que la
formacion de estos agregados cambia su espectro de absorcion, sufriendo un
desplazamiento hipsocrémico, que desplaza el maximo de absorcion del rojo hacia el
amarillo (Adachi, et al., 2010), lo que bajaria la produccién de oxigeno singlete al ser
irradiado con luz de 640 nm, bajando la letalidad y explicando nuestros resultados con
concentraciones altas de Nuevo Azul de Metileno.
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3. Efectos de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre cepas clinicas
multiresistentes de Escherichia coli.

La preocupacion por la aparicion de resistencias a los antibiéticos (Laxminarayan, et al.,
2016) es una de las principales razones del renacimiento de la fotodinAmica como
técnica de eliminacién de microorganismos, por lo que se considerd de interés hacer un
estudio para comprobar que los diferentes perfiles de resistencia a antibiéticos (Susan,
et al., 2011), no limitan la efectividad de la terapia fotodindmica antimicrobiana.

En la tabla 2 de la seccion material y métodos se puede ver un resumen de las
resistencias a antibiéticos detectadas en las cepas clinicas en estudio, mientras que
en el apéndice 1 se muestra una tabla més extensa de las resistencias para cada
cepa. Dos cepas de referencia de Escherichia coli (ATCC 35218 y ATCC 25922) sin
resistencias detectadas, se utilizaron para comparar los efectos con las cepas clinicas.

3.1.Estudio de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre cultivo
plancténico:

3.1.1. Terapia fotodinamica antimicrobiana:

Los primeros experimentos fueron para ver si el fotosensibilizador azul de metileno, a
una concentracion de 10 pg/mL (31 uM) generaba toxicidad celular al estar expuesto
al compuesto en oscuridad completa durante 37.5 minutos (el mismo tiempo que se
utilizé posteriormente para irradiar las muestras para la aTFD).

Un compendio de los recuentos de UFC/mL obtenidos después de la exposicion al
fotosensibilizador en oscuridad, se puede ver en la figura 43.

En la gréfica, para mayor facilidad de interpretacion, se ha indicado el valor medio de
UFC/mL que se observé y un logaritmo por encima y por debajo de esta media; estos
nos permiten ver los margenes de variabilidad experimental esperable en la técnica.

Se estudiaron todas las cepas clinicas (Ab 1 a Ab 24) y las dos cepas de referencia (E.
coli ATCC 35218y E. coli ATCC 25922).
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Figura 43: Toxicidad causada a las diferentes cepas de E. coli por la exposicién a 31 uM (10 pg/mL) de azul de

metileno durante 37.5 minutos en oscuridad. Se indican el valor promedio de UFC/mL y los limites *1 logy a

partir del mismo. Se ha incluyé una E. coli de referencia sin exposicion al MB (cell control).

A pesar de que si se pudo ver algun ligero efecto toxico del MB (sobre las cepas Ab 3
0 Ab 12, por ejemplo), en ningun caso supero el valor de una unidad logaritmica
decimal, que es, segun la experiencia previa, la variabilidad que se considera
aceptable en los estudios de aTFD ya que es consecuencia inevitable de la aplicacién
del método y no se puede considerar una reduccion significativa.

La confirmacion estadistica se puede ver en la tabla 8 (ver estudio estadistico en la
seccion de andlisis estadistico planctdénico més adelante).

Una vez se comprobd que la dosis de fotosensibilizador a utilizar en el estudio (31 uM)
no genera toxicidad a oscuras que pueda enmascarar el posible efecto fotoinactivador
de la aTFD, se procedio a la aplicacion de la metodologia planificada sobre las cepas.

Las inactivaciones se hicieron siguiendo el protocolo previsto, con una irradiacion de 18
Jicm? con luz roja. En la figura 44, estan reflejados los recuentos de las placas
sembradas después del tratamiento fotoinactivador, expresadas en UFC/mL. Junto con
las lecturas de las muestras irradiadas, se incluyen la de los controles celulares (células
gue no se expusieron al contacto con el fotosensibilizador) y de oscuridad (con azul de
metileno, pero incubados 37.5 minutos en oscuridad).
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En esta gréfica se puede apreciar las grandes diferencias que se revelaron en el
recuento de UFC/mL, de los experimentos dejados en oscuridad y los irradiados; las
disminuciones de viabilidad llegaron incluso a la total inhibicion del crecimiento de
algunas cepas (Ab 1, Ab 2, Ab 7, Ab 9, Ab 12, Ab 14, Ab 18 y Ab 21).

La cantidad de datos representados en la gréfica figura 44 hace dificil su interpretacion.
Para simplificarlo, se creyd conveniente ofrecer también los datos expresados como la
relaciéon del nimero de células crecidas respecto el nimero de células de partida,
consideradas estas como las UFC/mL del control Dark de toxicidad de azul de metileno
sin irradiacion.

Esta representacion permite ver la reduccion de viabilidad atribuible Unicamente al
efecto fotodindmico. (Férmula 9)

Muestra irradiada %ZC

Tasa de supervivencia =
Muestra "Dark" %

Férmula 9: Tasa de supervivencia.

El resultado de esta transformacion se puede ver en la figura 45; se ha afiadido marcas
del promedio de reduccién encontrada, con 1 unidad logaritmica decimal y se ha
marcado el limite del efecto bactericida (una reduccion del 99.9% en la viabilidad).

El efecto bactericida aumenta conforme las columnas son mas largas (el limite de la
columna llega més abajo). Ademas de las cepas clinicas (Ab 1 a Ab 24), se han incluido
las dos cepas de referencia de Escherichia coli ATCC 25922 y ATCC 35218.
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Figura 45: Reduccidn de la viabilidad debida a la aTFD de las muestras irradiadas con 18 J/cm?, respecto a las
mismas muestras no irradiadas, ambas con 31uM de azul de metileno. Se indican el valor promedio de
reduccidn, los limites *1 logyo a partir del mismo y el limite del efecto bactericida. Cepas de referencia E. coli

ATCC 25922 y ATCC 35218 fueron incluidas, asi como las muestras clinicas multiresistentes (Ab 1 a Ab 24).

De estos datos se han constatado que, independientemente de la cepa y sus patrones
de resistencias a antibiéticos diferentes, la aTFD se mostr6 como muy efectiva,
eliminando altas concentraciones de densidad celular de las cepas clinicas.

En nuestros experimentos, se obtuvieron reducciones de la viabilidad celular que
oscilaron de 10%® a 10® veces, comparadas con las concentraciones bacterianas
obtenidas en los ensayos “dark” con fotosensibilizador, pero sin irradiar.

Como promedio, la terapia fotodinamica antimicrobiana con 10 pg/mL de azul de
metileno como fotosensibilizador fue capaz de eliminar 5-10° UFC/mL de células, con
poco mas de media hora de exposicion a la luz roja, inocua por si sola.

Incluso en las cepas menos sensibles (Ab 24, Ab 8) se eliminaron mas de 10 UFC/mL,
siendo este el limite que marca la definicién de efecto bactericida (99.9% de reduccion
de viabilidad).

Estos resultados obtenidos responden al objetivo del estudio, ya que demostraron que
se podian eliminar contaminaciones bacterianas de alta densidad con concentraciones
minimas del fotosensibilizador (a la concentracion de trabajo, la dilucion de azul de
metileno no tiene color apreciable) y una irradiacién corta con una luz inocua, por lo que
seria un tratamiento desinfectante aplicable tanto a superficies, materiales,
herramientas, como para posibles tratamientos médicos.
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3.1.2. Estudio estadistico: (cultivos planctonicos).

Para comprobar la significancia estadistica de los resultados se hicieron andlisis de los
resultados, asumiendo normalidad en la distribucién de los datos (Schastak, et al.,
2010):

Se compararon las UFC/mL de las muestras sin irradiar “dark”, para comprobar si
existia efectos toxicos sin irradiacion (previamente, figura 43). Para ello, se hizo un
andlisis de la varianza (ANOVA). El resultado est4 representado en la tabla 8.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las v¢

Suma de cuad

Grados de libe

Promedio de |

F

Probabilidad

" critico para F

Entre grupos

6,90E+17

24

2,88E+16

0,52

0,97

1,60

6,96E+18 127 5,48E+16 PGP
Es >a=0,05, por lo que no hay diferencias si

151 | |

Dentro de los g

ynificativas.

Total 7,65E+18

Tabla 8: Resumen del test de analisis de la varianza de las UFC/mL medidas entre todas las cepas (clinicas y de

referencia) de Escherichia coli sin exposicion a la luz (Dark).

Se compararon las UFC/mL de las muestras irradiadas con las mismas sin irradiar
“dark”.

Para ello, se comprobaron con una F de Fisher que existian diferencias entre sus
desviaciones (tabla 9) y se buscaron diferencias con el test t de Student y una a=0.05
(tabla 10).

Prueba F para varianzas de dos muestras

Ab 24 dark
Media 1 2,95E-04
Varianza 0,52 1,09E-07
Observacione 9 9
Grados de libé 8 8
F 4789336,64
P(F<=f) una cq 6,65E-26
Valor critico g 3,44

Ab 24

Tabla 9: Ejemplo de test

F de Fisher realizado

para cada muestra. En

la tabla se presenta la

comparacion de

varianzas de Ab 24

irradiada o sin irradiar

Ho
Hl1
NO

No hay diferencia en las varianzas
Hay diferencia en la varianza

Son iguales

68



En todos los casos se hallaron diferencias estadisticas en las varianzas de las muestras,
razén por la cual se eligio la variante del test t-Student con varianzas diferentes.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

Ab 24 dark Ab 24
Media 1 2,95E-04
Varianza 0,52| 1,0938E-07
Observacione| 9 9 Tabla 10: Ejemplo
Diferencia hip 0 de test t de Student
Grados de libg 8
Estadistico t 414
P(T<=t) una cq 1,62E-03 muestra. En la tabla
Valor critico d 1,86 comparacion de Ab
P(T<=t) dos cc 3,24E-03 24 irradiada o sin
Valor critico d 2,31

realizado para cada

irradiar (dark).

No hay diferencia en la respuesta
Hay diferencia en la respuesta
Son iguales

En todas las muestras, el valor de P<a, hizo rechazar la hipotesis nula y nos permitié
concluir que los recuentos obtenidos en las muestras sin irradiacion eran
significativamente diferentes de las mismas muestras con exposicion a la luz roja.

Esto reforzé la conclusion a la que se habia llegado en las gréaficas anteriores (figuras
43 y 44) donde se apreciaba el efecto bactericida, con una diferencia de mas de 103
veces en numero de UFC/mL calculadas entre las muestras irradiadas y las sin irradiar.

Para ver si existia diferencias significativas a la respuesta al tratamiento en las diferentes
cepas, se hicieron test ANOVA de los resultados de las diferentes cepas, empleando
para ello los resultados obtenidos a partir de las muestras irradiadas.

Para esto se tomaron los valores de viabilidad (figura 44) y se hizo el test con estos
datos (tabla 11).
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| ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones | Suma de cuad Grados de libg Promedio de ||
Entre grupos 2,70E+13 25 1,08E+12
Dentro de los 2,84E+12 124 2,29E+10

Total 2,98E+13 149

o= Ho No hay diferencia en la respuesta
0,05 H1 Hay diferencia en la respuesta
NO Son iguales |

Tabla 11: Resumen del test de analisis de la varianza de las reducciones de viabilidad medidas entre todas las

cepas (clinicas y de referencia) de Escherichia coli.

El testindico que si existian diferencias estadisticamente significativas en la sensibilidad
de las diferentes cepas sometidas a los experimentos.

Este resultado, es coherente con lo ya descrito en otras especies, que también han
mostrado diferencias en la sensibilidad al tratamiento fotodindmico (Grinhole, et al.,
2008).

Esta conclusién no desmerece, en absoluto, la capacidad antimicrobiana de la aTFD
con azul de metileno sobre cultivos de Escherichia coli creciendo en plancténico, ya que
en todos los casos se pudo confirmar un efecto bactericida.

Las causas de esta diferente sensibilidad pueden ser diversas: se ha postulado que
pueden se debidas a diferencias de la estructura de la pared bacteriana o posible
presencia de otros mecanismos que eviten la acumulacion del fotosensibilizador, como
la presencia de bombas de eflujo que expulse el azul de metileno fuera de las células,
minimizando asi su efectividad. (Vera, et al., 2012) (Tegos, et al., 2008),

3.2.Estudio de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre cultivo en
biopelicula:

3.2.1. Terapia fotodinamica antimicrobiana

Es conocida la asociacion del crecimiento en biopeliculas con la colonizacion del
huésped por parte de las bacterias patégenas, asi como del incremento a la resistencia
a los tratamientos de los microorganismos creciendo en biopeliculas. (Zobell & Allen,
1935).
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Por eso, se consider6 importante revisar el efecto que la terapia fotodindmica
antimicrobiana tiene sobre células crecidas en biopelicula, en aras de un posible uso
como bactericida.

Previamente, se comprobd que las cepas clinicas eran capaces de generar biopeliculas,
como se ha descrito previamente en la seccion de “Formacion de biopelicula por parte
de las Escherichia coli uropatogénicas” (figura 27); donde se pudo medir la produccion
de biopelicula por parte de todas las cepas.

Para mantener cierta homogeneidad y poder comparar mejor con los estudios previos,
se utilizé una modificacion del protocolo de obtencién de biopeliculas, utilizando TSB en
lugar de medio salino minimo M9 (el protocolo modificado se puede leer en detalle en la
seccion de material y métodos).

Para eliminar las células plancténicas del cultivo, se hicieron lavados con solucion salina
hasta que no se detectd turbidez y fue el remanente sin resuspender el que fue tratado,
con la minima perturbacion mecénica posible a la biopelicula.

Para comprobar que el protocolo modificado no alteraba los resultados del estudio, se
midieron las viabilidades de E. coli ATCC 25922 obtenidas a partir de aplicar las dos
metodologias: crecimiento ON con Medio salino minimo M9 como en el protocolo
original y con TSB; ademds se afiadié un control con PBS como medio y uno sin células
con Medio salino minimo M9 como referencias. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura 46.
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Figura 46: Recuento de UFC/mL después de un cultivo ON de 130 pl de medio (M9+Glucosa, TSB o
PBS) con un indculo de 2 pl de la cepa de referencia Escherichia coli 25922. Se ha incluido un control

con 132 pl de medio M9+glucosa sin inocular.

El recuento celular que se obtuvo del biopelicula crecido con medio salino minimo M9 o
con TSB no present6 diferencias significativas en viabilidad. Una vez comprobada la
bondad del método modificado, se adopté el medio TSB para la formacion de
biopeliculas, por la mayor experiencia en el laboratorio con su uso y para aproximarnos,
en lo posible, al estudio de las fotoinactivaciones en estado plancténico.

La metodologia en si, implicaba varios lavados, por lo que era posible que hubiera una
pérdida de células en los recuentos. Para descartarlo, se compararon cultivos de la cepa
de referencia E. coli ATCC25922 justo después de descartar las bacterias plancténicas
y después del tratamiento completo, afladiendo PBS en lugar del fotosensibilizador.

Los resultados del estudio de células viables se pueden comparar a partir de los datos
mostrados en la figura 47.
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Figura 47: Recuento de UFC/mL de E. coli ATCC25922, después de los lavados para eliminar las células
plancténicas (ON) y después de la metodologia completa con las incubaciones, irradiacion y

resuspension de la biopelicula (Completo).

Como se puede observar, si se presentd una reduccion de las células viables en el
recuento después de la técnica de algo mas del 90% (1 logio). El andlisis estadistico
confirmd la significancia de estas diferencias (ver tabla 13 en la seccion de analisis
estadistico en biopelicula mas adelante).

Para compensar esta reduccion, las lecturas de los experimentos con biopeliculas se
expresaran en la tesis como una relacion entre las células irradiadas con las no
irradiadas ‘Dark’, que han sufrido el mismo proceso en oscuridad.

Para determinar que concentracion de azul de metileno utlizar para las
fotoinactivaciones, se realizaron experimentos con la cepa de referencia y diferentes
concentraciones crecientes de fotosensibilizador, partiendo de los 10 pg/mL (31 uM) que
se utilizaron en los estudios con cepas multiresistentes en cultivo planctonico.

La reduccion de viabilidad celular se puede ver en la figura 48, expresada como la
relacion entre las UFC/mL calculadas del experimento irradiado respecto a la
concentracion del experimento incubado el mismo tiempo, pero sin irradiar.
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Figura 48: Reduccion de la viabilidad de la cepa de referencia E. coli ATCC25922 creciendo en biopelicula,
debida a la aTFD de las muestras irradiadas con 18 J/cm?2, con concentraciones de azul de metileno de 93, 77.5,

62, 46.5 y 31 uM. Expresado respecto a las mismas muestras no irradiadas.

Este experimento indicé que la concentracion que se usaba para la fotoinactivacion de
bacterias en crecimiento plancténico era ineficaz para la inhibicion del crecimiento de
las células en biopelicula, lo que confirmaba la mayor resiliencia de cultivos creciendo
en biopeliculas con respecto a los cultivos en suspension.

También se observé un efecto menor en concentraciones altas (por encima de los 25
png/mL de azul de metileno) de fotosensibilizador; esto seria debido a una aparicion de
la toxicidad sin irradiacion del mismo y, probablemente, de un efecto de la misma
biopelicula, que limitaria la acumulacion de forma efectiva de altas concentraciones del
producto hacia las células, efecto que ya ha sido citado sobre otros antimicrobianos
(Redfield, 2002).

Teniendo en cuenta estos resultados, se optd por la concentracion alta, con el mayor
efecto detectado correspondiente a 25 pug/mL (77.5 puM). La figura 49, muestra la
reduccion de viabilidad obtenida, aplicando la terapia fotodindmica durante 37 minutos
y medio de irradiacion (18 J/cm?) con luz roja sobre cepas de origen clinico (Abl a Ab24)
y de referencia (ATCC25922) en biopelicula.

Se ha afadido a la gréfica las marcas del promedio de reduccion encontrada, con £1
unidad logaritmica decimal y se ha marcado el limite del efecto bactericida (una
reduccion del 99.9% en la viabilidad). Cuando el limite inferior de las llega barras mas
abajo, implica una mayor mortalidad.
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Figura 49: Reduccién de la viabilidad debida a la aTFD de las muestras irradiadas con 18 J/cm?, respecto a las
mismas muestras no irradiadas, ambas con 77.5 pM de azul de metileno. Se indican el valor promedio de
reduccidn, los limites *1 logio a partir del mismo y el limite del efecto bactericida. Cepa de referencia E. coli

ATCC 25922 incluida, asi como cepas clinicas multiresistentes (Ab 1 - Ab 24).

El promedio de inactivacion esta en una reduccion de la viabilidad de 10* veces respecto
a los experimentos no irradiados, con reducciones que van de las 1.5-10° veces (Ab 3,
Ab 8, Ab 9, Ab 24), hasta reducciones de 1.5-10° veces (Ab 14, Ab 15).

Por ello, al analizar los resultados, se puede afirmar que la aTFD fue efectiva, eliminando
en todos los casos mas del 99.9% de las bacterias presentes en el cultivo, siendo éste
el requerimiento para considerarse un tratamiento bactericida.

En todos los experimentos, la presencia de la biopelicula, causa una menor
homogeneidad de los experimentos, por lo que hay desviaciones relativamente grandes,
pero que no ponen en duda la efectividad del tratamiento. Para confirmarlo, se recurrid
al andlisis estadistico de los resultados.
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3.2.2. Estudio estadistico: (cultivos en biopelicula).

Para comprobar los resultados se hicieron analisis estadisticos; en ellos se asumié una
distribucién de normalidad (Schastak, et al., 2010):

Se comprobd si existian diferencias en la concentracion celular justo después de
descartar las bacterias planctonicas y después del tratamiento completo, afiadiendo
PBS en lugar del fotosensibilizador. Para ello se comprobaron con una F de Fisher que
existian diferencias entre sus desviaciones (tabla 12) y se buscaron diferencias con el
test t de Student y una a=0.05 (tabla 13).

Prueba F para varianzas de dos muestras

Tabla 12: Test F de Fisher

Completo ON
Media 4 40E+07 2,50E+08 realizado para los cultivos
Varianza 1,13E+15 1,10E+16 recuperados de la

Observacione 5 6 biopelicula, antes (ON) y
Grados de libg 4 5
F 0,1
P(F<=f) uha cd 0,02 <a=0,054, protocolo (Completo).
Valor critico ¢ 0,16 Varianzas diferentes

después de la aplicacion del

Se hallaron diferencias estadisticas en las varianzas de las muestras, razén por la cual
se eligio la variante del test t-Student con varianzas diferentes.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
Completo ON

Media 4,40+07 2,50+08
Varianza 1,13E+15 1,10E+16
Observacione| 5 9
Diferencia hip 0 recuperados de la
Grados de libg 6 biopelicula, antes (ON) y
Estadistico t -4,54
P(T<=t) una c( 2,00E-03
Valor critico d 1,94
P(T<=t) dos cc 4,00E-03 <a=0,05,
Valor critico d 2,45 | Diferencias significativas

Tabla 13: Test t de Student

para los cultivos

después de la aplicaciéon del

protocolo (Completo).
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El valor de P<a hizo rechazar la hipétesis nula y permitié concluir que los recuentos
obtenidos en las muestras sin haber sido sometido al tratamiento eran significativamente
diferentes de las mismas muestras después de haber soportado el tratamiento, con PBS
en lugar de azul de metileno. Para compensar esta perdida, se decidié expresar los
resultados como una relaciéon entre las células irradiadas con las no irradiadas ‘Dark’,
qgue han sufrido el mismo proceso en oscuridad.

Se compararon las UFC/mL de las muestras irradiadas con las mismas sin irradiar. Para
ello se comprobaron con una F de Fisher que existian diferencias entre sus desviaciones
(tabla 14) y se buscaron diferencias con el test t de Student y una a=0.05 (tabla 15).

a= Ho Son iguals
0,05 H1 No sén iguals
J NO Son iguals

Prueba F para varianzas de dos muestras

‘ Tabla 14: Ejemplo de test F
Ab24 Irradiadg Ab24 Dark

Media 1,25E+08 4,48E+04
Varianza 3,04E+16 5,24E+09 cada muestra. En la tabla
Observaciones 9 9 comparacién de varianzas
Grados de libertad 8 8 de Ab 24 irradiada o sin

F 5,80E+06
P(F<=f) una cola 3,09E-26
Valor critico para F (una cola) 3,44

de Fisher realizado para

irradiar (dark)

En todos los casos se hallaron diferencias estadisticas en las varianzas de las muestras,
razon por la cual se eligi6 la variante del test t-Student con varianzas diferentes.

a= Ho Son iguals
0,05 H1 No son iguals
N NO S6n iguals
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desigual
Lb24 Irradiodd Ab24 Dark Tabla 15: Ejemplo de test t
Media 1,25E+08 4,48E+04 de Student realizado para
Varianza 3,04E+16 5,24E+09 cada muestra. En la tabla
Observaciones S 9 comparacién de Ab 24
Diferencia hipotética de las m| 0
Grados de libertad 8
Estadistico t
P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas
Valor critico de t (dos colas)

irradiada o sin irradiar

(dark).
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En todas las muestras, el valor de P<a hizo rechazar la hipdtesis nula y permitié concluir
que los recuentos obtenidos en las muestras sin irradiacion eran significativamente
diferentes de las mismas muestras con exposicion a la luz roja.

Esto refuerza la conclusién a la que se habia llegado en las graficas anteriores (figura
49) donde se apreciaba el efecto bactericida, con una diferencia de mas de 10° veces
en numero de UFC/mL calculadas en muestras irradiadas y sin irradiar.

Para ver si existia diferencias significativas a la respuesta al tratamiento en las diferentes
cepas, se hicieron test ANOVA de los resultados de las diferentes cepas, empleando
para ello los resultados obtenidos a partir de las muestras irradiadas.

Para esto se tomaron los valores de viabilidad representados en la figura 49 y se hizo
el test con estos datos, cuyos resultados se ven en la tabla 16.

| ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones | Suma de cuad Grados de libé Promedio de | Probabilidod
Entre grupos 0,12 24 4,85E-03 9,79E-11
Dentro de los 0,15 161 9,51E-04

Total 0,27 185

o= Ho No hay diferencia en la respuesta
0,05 H1 Hay diferencia en la respuesta
NO Sén iguals

Tabla 16: Resumen del test de analisis de la varianza de las reducciones de viabilidad medidas entre todas las

cepas (clinicas y de referencia ATCC 25922) de Escherichia coli.

El test indicé que si existian diferencias estadisticamente significativas en la sensibilidad
de las diferentes cepas crecidas en biopeliculas, sometidas a los experimentos.

Este resultado, es coherente con lo ya descrito en otras especies, que también han
mostrado diferencias en la sensibilidad al tratamiento fotodinamico (Grinhole, et al.,
2008).

Esta conclusion, al igual que para los estudios realizados sobre las células en estado
plancténico, no desmerece, en absoluto, la capacidad antimicrobiana de la aTFD con
azul de metileno sobre cultivos de Escherichia coli creciendo en biopeliculas, ya que en
todos los casos se alcanzaron efectos bactericidas.
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Las causas de esta diferente sensibilidad pueden ser diversas: ademas de las ya
comentadas en cultivos planctonicos como diferencias de pared y/o posible presencia
de mecanismos que evitan la acumulacion del fotosensibilizador (Redfield, 2002).

En este estudio, hay que tener en cuenta la variabilidad en la composicion y
organizacion de la matriz de biopelicula, que puede cambiar la distribucion del
fotosensibilizador, de los diferentes fenotipos de las células, etc., variando asi la
respuesta al tratamiento. Efectos similares en otros antimicrobianos han sido descritos
previamente (Ghannoum, et al., 2016).

3.3.Comparativa de los efectos de la terapia fotodinamica
antimicrobiana en cultivos en plancténico y en biopelicula:

Para estudiar si la variabilidad en la sensibilidad se debe primariamente a la sensibilidad
especifica de la célula o influye mas las diferencias en la formacion de biopeliculas, se
compararon los efectos de los dos tratamientos (figura 50) sobre las células Escherichia
coli multiresistentes (Abl a Ab24) y de referencia ATCC 25922.

Los protocolos y la dosis de fotosensibilizador son diferentes en cada caso, segun lo
explicado anteriormente, mientras que la dosis de luz es la misma en ambos casos: 18
J/cm? (37.5 minutos).
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Al comparar las dos graficas, es posible resaltar algunas similitudes:

e Hay cepas que parecen ser especialmente sensibles, perdiendo un factor
decimal de viabilidad mas que la media de las cepas tanto creciendo en
plancténico, como en biopelicula: Ab 1, Ab 7, Ab 14, Ab 15y Ab 17.

¢ Igualmente, hay cepas que muestran menos sensibilidad al tratamiento
tanto en planctdnico, como en biopelicula: Ab 8 y Ab 24.

e En contraste, hay cepas que presentan comportamientos diferentes e
incluso contradictorios, como en el caso de Ab 9, que es muy sensible el
planctonico, pero de las cepas menos sensibles en biopelicula.

De esta comparacion, se pueden apuntar ciertas deducciones:

Existen cepas con diferentes sensibilidades dentro de una misma especie, esto se da
tanto en plancténico como en biopelicula, por lo que la razén de esta variabilidad ha de
estar en las diferencias fenotipicas de las diferentes cepas.

Por la bibliografia previa consultada (Adamson & Gast, 1997) (Wagner, et al., 1998), es
conocido que pequefias variaciones en la pared celular pueden generar grandes
diferencias de afinidad al fotosensibilizador, factor que es clave para un pleno efecto de
la fotoinactivacién (Hamblin, et al., 2002).

Asimismo, es conocido que dentro de una misma especie parte de los mecanismos de
resistencia a antibioticos implican cambios en la pared (Embleton, et al., 2002) y
variaciones en las bombas de eflujo (Tegos, et al., 2008), pudiendo ser estos cambios
los responsables de estas diversas sensibilidades a la a aTFD. (Fernandez & Hancock,
2012)

Paralelamente, las diferencias de supervivencia de algunas cepas segun si el
crecimiento en biopelicula o plancténico, hace pensar en que hay cepas en las que la
matriz extracelular es de una gran relevancia, superior incluso a la influencia que la
estructura de la bacteria ejerce sobre la respuesta a la aTFD.

81



Ha sido descrito la existencia de canales acuosos en el biopelicula que permite un flujo
rapido de las moléculas con el medio (Costerton, et al., 1994), ademas las bacterias
maduras en biopelicula modifican su patron de expresion (Prigent-Combaret & Lejeune,
1999), cambiando su fenotipo (Wilson & Devine, 2003) y especializandose para la vida
en comunidad (Davies, et al., 1993), ralentizando su tasa de crecimiento (Costerton, et
al., 1999) y activando mecanismos activos de resistencia, como bombas de eflujo
(Brooun, et al., 2000) o sintesis de particulas protectoras (Giwercman, et al., 1991).

Estos resultados se correlacionarian con el comportamiento de otros antimicrobianos y
sus efectos sobre bacterias creciendo en biopelicula (Costerton, et al., 1987) (Lewis,
2001) (Ghannoum, et al., 2016).

En relacion, la cantidad de células que proliferan en la biopelicula (ver figura 27), no
parece tener una correspondencia clara con una disminucién de la sensibilidad (ver Ab
9 como ejemplo claro de este comportamiento).
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Figura 27: Relacion de formacion especifica de biopeliculas. Control negativo: E. coli ATCC 25922 incubada
ON en PBS. Control Positivo: E. coli ATCC 25922 incubada ON en medio de cultivo M9 con glucosa. Ab 1 a

24 incubados en medio de cultivo M9 con glucosa.

Esto parece ser un indicio de que no es tan importante la cantidad de biopelicula,
como la composicion y estructuracion de la misma; también es posible que haya
interactuaciones de entre la biopelicula y las células, que se diferenciaran
fenotipicamente dentro de la biopelicula, afectando a la sensibilidad bacteriana.
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Como en estudios previos, para buscar la significancia de estos resultados, se hizo un
andlisis de varianza ANOVA comparando el tipo de crecimiento (planctonico o en
biopelicula) y las diferentes cepas analizadas. El resultado de este analisis se puede ver
en la tabla 17.

|ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ma de cuadradados de libertdio de los cuad Probabilidad
Tipo de crecimiento 1,10E+12 1 1,10E+12 2,96E-11
Cepas 2,64E+13 24 1,10E+12 5,54E-80
Interaccidn 2,64E+13 24 1,10E+12 5,54E-80
Dentro del grupo 5,68E+12 2,27E+10

Total 5,96E+13

Tabla 17: Resumen del test de analisis de la varianza de las reducciones de viabilidad medidas entre todas las

cepas (clinicas y de referencia) de Escherichia coli, comparando el tipo de cultivo (plancténico o biopelicula).

Los resultados del test, nos indican que existe una variabilidad significativa entre la
sensibilidad al tratamiento aTFD de las diferentes cepas, una diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos en los estudios de
crecimiento plancténico y en biopelicula.

Por afladidura, nos avisa de una posible interaccién entre ambas; es decir, que parte de
la diferencia que se observan entre las cepas, es dependiente de si crece en biopelicula,
por lo que es natural deducir que las diferencias de la supervivencia en las cepas en
biopelicula se deben, al menos en parte a diferencias en la composicién/organizacién
de las biopeliculas, pero no en exclusividad, ya que hay otra parte de esta diferente
sensibilidad que es exclusiva del tipo celular.

Esto confirmaria lo inferido de la comparacion de las dos graficas de viabilidad
representadas en la figura 50; pero se ha de insistir que hay otros factores que también
afectarian a estas lecturas, como son: el diferente protocolo, con un mayor estrés
mecanico en la aTFD en biopelicula, la diferente concentracion de azul de metileno y su
diferente comportamiento (difusion, disponibilidad...) en medio liquido, comparado con
su comportamiento en la matriz extracelular de la biopelicula, etc.
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4. Terapia combinada: terapia fotodinamica antimicrobiana y tratamiento
antibiotico con acido nalidixico sobre Escherichia coli.

Una de las acciones de gran importancia a nivel clinico para ralentizar la aparicion de
nuevas cepas bacterianas resistentes es reducir la concentracion necesaria de
antibiético para la erradicacion bacteriana; otra opciébn pasa por asegurarse una
eliminacion més efectiva, evitando la supervivencia de bacterias resistentes.

Una solucion para ambos casos es plantear tratamientos combinados con un
antimicrobiano de amplio espectro que no genere resistencias en su uso, como los
fotosensibilizadores que se utilizan en la terapia fotodindmica antimicrobiana. (Jori, et
al., 2006)

Bibliografia previa postula el posible efecto sinérgico de las fentotiacinas (como el azul
de metileno) con el tratamiento antibiotico (Kristiansen & Amaral, 1997).

Por eso, se plante6 la oportunidad de cerrar los estudios de esta tesis con un estudio
sobre el tratamiento combinado de un antibiético de uso rutinario para el tratamiento de
infecciones urinarias por E. coli, el acido nalidixico (NAL) (National Center for
Biotechnology Information., s.f.) y la aTFD con azul de metileno (MB), en busca de
posibles efectos sinérgicos entre ambos.

4.1.Céalculo de la concentracion minima inhibitoria en Escherichia coli.

Para medir el efecto de la aTFD con azul de metileno, del acido nalidixico y
detectar el posible efecto sinérgico entre ambos, es necesario utilizar dosis no letales
de ambos productos, para evitar enmascaramientos, ya que, si nos eliminaran todas las
bacterias con un solo tratamiento, no seria posible cuantificar el efecto ocasionado al
utilizar los dos tratamientos combinados.

Para conocer las dosis mas bajas de MB y NAL que causan una letalidad
completa, se calcularon sus concentraciones minimas inhibitorias (MIC) en una cepa de
Escherichia coli de referencia (ATCC 25922).

4.1.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de azul
de metileno:

Se calculé la MIC del MB tras el tratamiento fotodinamico sobre Escherichia coli
ATCC 25922, empleando concentraciones que oscilaron entre 0 a 10 ug/mL de MB (0,
12.4, 18.6, 24.8 y 31uM) y 18 J/cm? (37.5 minutos) de luz roja (640 + 25 nm).
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Una disminucion de la viabilidad asociada al incremento de concentracion de MB
puede verse reflejada en la figura 51, llegando a no observarse crecimiento bacteriano
en las aTFDs realizadas con concentraciones de 10 ug/mL (31uM).
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Figura 51: Tratamiento fotodinamico con azul de metileno (MB) en la cepa de referencia de E. coli ATCC
25922. Suspensiones “Light”, irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (640 + 25 nm) y controles “Dark” con

suspensiones incubadas en oscuridad el mismo tiempo (37.5minutos).

Queda establecido, por tanto, que la MIC de MB de nuestro estudio era de 10 ug/mL
MB (31 uM). Este valor fue el empleado posteriormente para decidir la concentracion
MICO0.5, en los ensayos que combinaron el tratamiento fotodinamico con el de un
antibiético convencional.

4.1.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del
acido nalidixico.

En los tratamientos para determinar la sensibilidad de Escherichia coli ATCC25922 al
antibiético, se incubaron tres horas en oscuridad en presencia de concentraciones de
hasta 14 ug/mL (32.5, 40.6, 48.75 y 56.8 uM). El objetivo de este estudio fue para
determinar la MIC y utilizar una dosis subletal de antibiético en la terapia combinada
NAL + aTFD, para poder apreciar mejor su efecto.

En la figura 52, puede observarse los valores del recuento de UFC/mL para las
diferentes concentraciones empleadas del NAL empleadas.
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Figura 52: Tratamiento de Escherichia coli 25922 con diferentes concentraciones de

acido nalidixico (0, 32.5, 40.6, 48.75 y 56.8 uM).

Al incrementar la concentraciéon del antibiético se observé una reduccién en el nimero
de UFC/mL crecidas. A una concentracion de 12 yg/mL se observé ya una reduccién de
la viabilidad de méas de un 99.9%, con un claro efecto bactericida.

Se observé que no habia colonias en las placas tratadas con concentraciones de acido
nalidixico a partir de 14 yg/mL (56.8 uM), lo cual llevo a determinar esta concentracion
como la MIC para el tratamiento con el NAL y utilizar este valor para el célculo de la
concentracion de acido nalidixico a utilizar en los experimentos de terapia combinada
(MICO.5).

El resumen de las concentraciones minimas inhibitorias encontradas para azul de
metileno y 4cido nalidixico, se pueden ver en la tabla 18:

Tabla 18: MIC de MB y Concentracién | Concentracion
NAL para la cepa de (ug/m L) (HM)
referencia Escherichia Azul de metileno 10 31

coli ATCC 25922, Acido nalidixico 14 56.8
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4.2 Estudio del efecto combinado del antibidtico con la terapia

fotodinamica antimicrobiana.

Segun lo expuesto, para el experimento combinando el tratamiento fotodinamico con el
antibiético, se realizé con concentraciones inferiores al valor de la MIC de ambos
productos para poder establecer posibles sinergias.

4.2.1. Estudio del efecto combinado de 0.5 MIC de NAL vy MB

Teniendo en cuenta estudios bibliogréaficos previos (Fu, et al., 2013), se emplearon unas
concentraciones correspondientes a la mitad de la MIC de ambos compuestos (MICO0.5),
datos mostrados en la tabla 19.

Tabla 19: Concentracion
de MB (MIC 0.5) y NAL
(MIC 0.5) para los

estudios combinados.

Concentracion

Concentracion

(ng/mL) (M)
Azul de metileno 5 15.5
Acido nalidixico 7 28.4

42.1.1. Sobre la cepa de referencia de Escherichia coli ATCC
25922

En la figura 53, esta representado el efecto de los tratamientos sobre Escherichia coli
ATCC 25922: con PBS (control), 5 yg/mL de azul de metileno (MB), 7 ug/mL de acido
nalidixico (NAL) o 5 yg/mL de MB y 7 ug/mL de NAL (MIX).

Las muestras se incubaron en oscuridad en agitacion durante tres horas, se
centrifugaron para eliminar el NAL no unido a las células y se irradiaron con 18 J/cm?
(37.5 minutos) con luz roja (640 + 25 nm) o se dejaron a oscuras en el caso de las
réplicas “Dark”.

Tras el ensayo combinado, se realizé el contaje de UFC/mL.

87



1.0E+09

1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
E 1,0E+05
o
5 1,0E+04 m Dark
1,0E+03 W Light
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00
Control MAL MB Ml

Tratamiento

Figura 53: Tratamiento combinado de MB con NAL sobre E. coli ATCC 25922. Control: Suspensiones
celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark:

suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm2 de luz roja (640 % 25 nm).

El efecto del NAL sobre la cepa de referencia fue minimo: apenas se produjo una
reduccion en el nimero de UFC/mL. En el caso del MB se pudo observar una reduccion
ligeramente superior a un logaritmo decimal. No obstante, el efecto combinado de
ambos compuestos si que produjo la fotoinactivacion completa de las bacterias.

Como se ha explicado en los estudios previos de fotoinactivacion de cepas
multiresistentes, se pueden expresar los resultados como la relacion de UFC/mL
calculadas respecto a las UFC/mL del control celular. Esto permite apreciar mejor la
ratio de supervivencia, ya que se ve la disminucién de la viabilidad debida al efecto
fotodindmico, reduciendo variabilidades en el crecimiento celular de cada experimento.

Al procesar los datos mostrados en la figura 54, se observa claramente una reduccién
de 7 unidades logaritmicas (logio) en la muestra MIX, en la que el tratamiento combinado
consigue eliminar todas las bacterias, mientras que el uso de MB y de NAL por separado
resulto ineficaz, sin llegar a reducciones de las tres unidades logaritmicas decimales
gue marcan una accién bactericida.
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Figura 54: Ratio de supervivencia de E. coli ATCC 25922, tras el tratamiento combinado. Control:
Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y
0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm2 de luz

roja (640 £ 25 nm).

4.2.1.2. Estudio sobre cepas clinicas de Escherichia coli.

Tras el ensayo combinado en la cepa de referencia ATCC 25922, se realiz6 el contaje
de UFC/mL tras ambos tratamientos sobre cepas de Escherichia coli multiresistentes,
con el objetivo de atestiguar la efectividad del tratamiento sobre cepas clinicas.

Las cepas tratadas fueron la Ab 4, Ab 10 y Ab 14. De las tres, Ab 4 era una cepa
resistente al efecto del &cido nalidixico (ver Tabla 4 en material y métodos).

Precisamente en la figura 55, se puede ver el efecto que los tratamientos MIC0.5 de MB
y NAL tuvieron con las mismas condiciones de tratamiento que el usado con la cepa de
referencia. Se incluyeron controles sin antimicrobianos y sin irradiar con la luz roja
(Control y Dark, respectivamente).
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Figura 55: Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos en la cepa clinica Ab 4.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y
0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz

roja (640 £ 25 nm).

Como seria de esperar en una cepa resistente, el tratamiento con NAL, no produjo
ningun efecto apreciable en la cepa Ab 4.

El tratamiento Unicamente con MB produjo un efecto bactericida, reduciendo hasta 4
logaritmos decimales las UFC/mL.

Las muestras tratadas con el combinado (MIX) también tuvieron una disminucion de la
viabilidad bactericida, sin llegar a la erradicacion celular completa, pero logrando una
reduccion superior a los tratamientos individuales de mas de 6 unidades logaritmicas.

Estos datos se pueden apreciar con mas claridad al expresarlos como la ratio de
supervivencia, que se muestra en la figura 56.
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Figura 56: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 4 tras el tratamiento combinado de 0.5 de las
MICs de ambos compuestos. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:

suspensiones irradiadas con 18 J/cm?2 de luz roja (640 = 25 nm).

En la figura 57, se puede apreciar el efecto de los tratamientos sobre la cepa Ab 10: los
tratamientos MIC0.5 de MB y NAL tuvieron con las mismas condiciones de tratamiento
gue el usado con la cepa de referencia.

Se incluyeron controles sin antimicrobianos y si irradiar con la luz roja (Control y Dark,
respectivamente).
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Figura 57: Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos en la cepa clinica Ab 10.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y
0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz

roja (640 + 25 nm).

En el estudio se pudo observar que el efecto de la aTFD por si sola en la cepa Ab 10
fue mayor que en la cepa de referencia (ver figura 53) y el efecto del tratamiento
combinado fue totalmente eficaz, eliminando todas las células.

No se aprecio un descenso en el tratamiento con NAL ya que, a pesar de ser sensible
a este antibidtico, al utilizarse una concentracion mitad a al MIC, su efecto no fue
efectivo.

El tratamiento con MB produjo una reduccion de 5 logs en la viabilidad, mientras que el
tratamiento combinado redujo los mas de 10 UFC/mL iniciales.

Estos datos se pueden apreciar con mas claridad al expresarlos como la ratio de
supervivencia, que se muestra en la figura 58:
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Figura 58: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 10 tras el tratamiento combinado de 0.5 de las
MICs de ambos compuestos. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:

suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (640 £ 25 nm).

En la figura 59, se puede apreciar el efecto de los tratamientos sobre la cepa Ab 14: los
tratamientos MICO0.5 de MB y NAL tuvieron con las mismas condiciones de tratamiento
gue el usado con la cepa de referencia.

Se incluyeron controles sin antimicrobianos y sin irradiar con la luz roja (Control y Dark,
respectivamente).
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Figura 59: Tratamiento combinado de 0.5 de las MICs de ambos compuestos en la cepa clinica Ab 14.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y
0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz

roja (640 £ 25 nm).

En el estudio se pudo observar que el efecto de la aTFD por si sola en la cepa Ab 14
fue mayor que en la cepa de referencia (figura 53).

El efecto del tratamiento combinado fue algo mas eficaz, pero tan sélo se observo un
descenso de una unidad logaritmica decimal mas que el tratamiento con MB en solitario.

No se aprecio un descenso en el tratamiento con NAL ya que, a pesar de ser sensible
a este antibidtico, al utilizarse una concentracion mitad a al MIC, su efecto no fue
efectivo.

El tratamiento con MB produjo una reduccion de méas de 3 logaritmos decimales en la
viabilidad, mientras que el tratamiento combinado redujo los mas de 10* UFC/mL
iniciales.

Estos datos se pueden apreciar con mas claridad al expresarlos como la ratio de
supervivencia, que se muestra en la figura 60.
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Figura 60: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 14 tras el tratamiento combinado de 0.5 de las
MICs de ambos compuestos. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.5 MIC de MB; MIX: suspension

celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.5 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:

La conclusién inicial de estos estudios se resume en que la aTFD es efectiva para el

tratamiento de estas cepas y el efecto combinado con tratamientos podria tener un
efecto sinérgico, ya que, en varias de las cepas, el tratamiento combinado provoco una
disminucion de la viabilidad mayor que con el tratamiento s6lo con aTFD, teniendo en
cuenta que el tratamiento con antibiético s6lo apenas causaba mortalidad.

A pesar de lo expuesto, el efecto dista de ser concluyente (ver analisis estadistico mas

adelante para conclusiones mas fundamentadas), siendo un factor que enmascara la
alta mortalidad causada por la aTFD en solitario.
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4.2.2. Estudio del efecto combinado de 0.25 MIC de NAL vy MB

Para discernir mejor la posible interaccién entre el tratamiento antibiético y la terapia
fotodinamica, se decidi6 bajar la dosis de azul de metileno en la aTFD. Las
concentraciones estan indicadas en la tabla 20:

Tabla 20: Concentracién Concentracion | Concentracion
de MB (MIC 0.25) y NAL (ng/mL) (LM)
(MIC 0.5) para los Azul de metileno 25 7.75
estudios combinados. ACidO nalidixico 7 28.4

Las condiciones del estudio se mantuvieron iguales a los anteriores, con tres horas de
incubacién con 7 pug/mL (28.4 uM) NAL, centrifugacion e irradiacion con 18 J/cm? de luz
roja (640 + 25 nm) con 2.5 pg/mL MB (7.75 uM, MIC 0.25).

42.2.1. Sobrelacepade referenciade Escherichia coli ATCC
25922

En la figura 61, se muestra el efecto que los tratamientos tuvieron sobre la cepa de
referencia Escherichia coli ATCC 25922. Se incluyen ademas de los dos antimicrobianos
en solitario y combinados, un control sin ninguno de ellos (Control), asi como muestras
no irradiadas “Dark”.
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Figura 61: Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en la cepa de referencia ATCC
25922. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de
NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC
de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18

J/cm? de luz roja (640 25 nm).
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Con la nueva concentracion de fotoinactivador, no se produjo la fotoinactivacién
completa de todas las células con el tratamiento combinado, lo que permitié valorar en
mejor medida el efecto combinado de ambos tratamientos.

El descenso de viabilidad en el tratamiento con NAL esta en un 10% de descenso, que
se considera dentro de la variabilidad de la metodologia. A pesar de ser sensible a este
antibidtico, el utilizarse una concentracion mitad a la MIC explica que su efecto no fuera
mas efectivo.

Estos datos se pueden apreciar con mas claridad al expresarlos como la ratio de
supervivencia, que se muestra en la figura 62.
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Figura 62: Ratio de supervivencia de la cepa de referencia ATCC 25922 tras el tratamiento combinado
de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspensién
celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX:
suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas;

Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm?2 de luz roja (640 £ 25 nm).

En esta figura 62, se observa que la aTFD s6lo con MB a una concentracion de 0.25 de
la MIC sélo llegd a una reduccién de dos logaritmos decimales; sin embargo, el
tratamiento combinado si produjo la reduccion de 4 logaritmos decimales en el nimero
de UFC/mL, por encima del efecto bactericida y con una reduccién cien veces superior
en la viabilidad, comparada con el efecto s6lo con MB.
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4.2.2.2. Estudio sobre cepas clinicas de Escherichia coli.

Siguiendo lo realizado previamente con la MIC0.5 de MB, también se aplicaron a las
cepas clinicas Ab4 (resistente a NAL), Ab 10y Ab 14.

En la Figura 63, se puede apreciar el efecto de los tratamientos con MIC0.25 de MB y
MICO.5 de NAL en solitario y combinadas sobre la cepa Ab 4; se incluyeron controles
sin ningn agente antimicrobiano y los reciprocos de cada experimento con una
incubacion en oscuridad de 37.5 minutos en lugar de la irradiacion de 18 J/cm?.

1,0E+10

1,0E+09
1.0E+08
1.0E+07
— LOE+D6

E
or LOE+05
3 mpark

2
1,0E+04  Light

1,0E+03
1.0E+02
1.0E+01

1.0E+00
Control MAL ME MK
Tratamiento

Figura 63: Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en la cepa clinica Ab 4.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y
0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm?2 de luz

roja (640 £ 25 nm).

Como en los casos anteriores, se puede observar que el tratamiento con el NAL no
caus6 un efecto notable sobre la cepa resistente Ab 4.

Como en los casos anteriores, estos datos se pueden apreciar con mas claridad al
expresarlos como la ratio de supervivencia, que se muestra en la figura 64:
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Figura 64: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 4 tras el tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y
0.25 MIC del MB. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de
NAL; MB: suspensién celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspensidn celular tratada con 0.5 MIC de NAL
y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja

(640 £ 25 nm).

A pesar de haber bajado la dosis a 2.5 ug/mL (7.75 uM), el tratamiento fotodindmico con
MB en solitario caus6 un efecto bactericida, eliminando mas del 99.9% de las bacterias.

El tratamiento combinado redujo la viabilidad todavia mas, hasta casi 5 unidades
logaritmicas, una unidad logaritmica mas que sin el antibiotico.

En la figura 65, se puede apreciar el efecto de los tratamientos con MIC0.25 de MB y
MICO0.5 de NAL en solitario y combinadas sobre la cepa Ab 10; se incluyeron controles
sin ningln agente antimicrobiano y los reciprocos de cada experimento con una
incubacion en oscuridad de 37.5 minutos en lugar de la irradiacion de 18 J/cm?2.
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Figura 65: Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en la cepa clinica Ab 10.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y

0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm?2 de luz

Como en los casos anteriores, se puede observar que el tratamiento con el NAL no
causo6 un efecto sobre la cepa Ab 10 a pesar de ser sensible a éste, debido a su baja

dosis 7 pyg/mL (28.4 uM).

Una vez mas, los datos se pueden apreciar con mas claridad al expresarlos como la

ratio de supervivencia, que se muestra en la figura 66.
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Figura 66: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 10 tras el tratamiento combinado de 0.5 MIC
del NAL y 0.25 MIC del MB. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:

suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (640 £ 25 nm).

El tratamiento fotodindmico solamente con MB tuvo un efecto bactericida por si mismo,
eliminando un 99.9% de las células.

El tratamiento combinado también causo un efecto bactericida, reduciendo mas de 4
logs CFU/mL, una reduccion diez veces superior que en ausencia de acido nalidixico.

En la figura 67, se puede apreciar el efecto de los tratamientos con MIC 0.25 de MB y
MIC 0.5 de NAL en solitario y combinadas sobre la cepa Ab 14; se incluyeron controles
sin ningln agente antimicrobiano y los reciprocos de cada experimento con una
incubacion en oscuridad de 37.5 minutos en lugar de la irradiacion de 18 J/cm?2.
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Figura 67: Tratamiento combinado de 0.5 MIC del NAL y 0.25 MIC del MB en la cepa clinica Ab 14.
Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL; MB:
suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension celular tratada con 0.5 MIC de NAL y

0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light: suspensiones irradiadas con 18 J/cm?2 de luz

Como en los casos anteriores, se puede observar que el tratamiento con el NAL no
causo un efecto sobre la cepa Ab 14 a pesar de ser sensible a éste, debido a su baja
dosis 7 pyg/mL (28.4 uM).

Es en el efecto entre el tratamiento con MB y el tratamiento combinado es donde
aparecio una diferencia mas clara, que se puede apreciar con mas claridad al

expresarlos como la ratio de supervivencia, como se muestra en la figura 68.
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Figura 68: Ratio de supervivencia de la cepa clinica Ab 14 tras el tratamiento combinado de 0.5 MIC
del NAL y 0.25 MIC del MB. Control: Suspensiones celulares no tratadas; NAL: suspension celular
tratada con 0.5 MIC de NAL; MB: suspension celular tratada con 0.25 MIC de MB; MIX: suspension
celular tratada con 0.5 MIC de NAL y 0.25 MIC de MB. Dark: suspensiones no irradiadas; Light:

suspensiones irradiadas con 18 J/cm? de luz roja (640 * 25 nm).

El tratamiento fotodinAmico solamente con MB no alcanzé un efecto bactericida por si
mismo, eliminando aproximadamente dos unidades logaritmicas del total de las células.

El tratamiento combinado si caus6 un efecto bactericida, reduciendo mas de 4 logio, una
reduccién cien veces superior al presente en ausencia de acido nalidixico.

Los datos obtenidos con esta reduccién de la concentracion de azul de metileno hasta
una dosis MIC 0.25 mantienen unos resultados de supresién mas importantes en para
la terapia combinada que con el azul de metileno sélo, a pesar de que el &cido nalidixico
no presentd ningun efecto apreciable por si solo.

Para asegurar la significancia de estos resultaros, se analizaron estadisticamente.
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4.3.Estudio matematico del efecto combinado de los tratamientos.

4.3.1. Estudio estadistico:

Todos los resultados de los tratamientos con el 0.25 MIC de MB y de 0.5 MIC de NAL,
fueron realizados por triplicados para posteriormente poder realizar andlisis de la
varianza (ANOVA).

Se realiz6 un andlisis ANOVA evaluando si existian diferencias estadisticas entre los
tratamientos fotodinamicos entre las muestras “Dark” (sin irradiacion) y “Light” (con dosis
de luz roja (640 + 25 nm) de 18 J/cm?. Los datos empleados se pueden ver en las figuras
61 a 67 (figuras impares).

Tras realizar los analisis ANOVA de un factor (P<0.05), se pudo determinar que existen
diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos de las muestras “Dark” y
“Light” de los diferentes tratamientos fotodinAmicos, y para todas las cepas, es decir,
gue cuando las muestras eran irradiadas se producia una reduccion significativa en el
recuento del nimero de UFC/mL.

De forma paralela, se realizé otro andlisis ANOVA con los resultados de cada una de
las cepas empleadas para los distintos tratamientos con NAL, aTFD s6lo y combinado.
El objetivo era discernir si habia diferentes respuestas a los tratamientos por parte de
las diferentes cepas.

Para este estudio se emplearon los resultados obtenidos a partir de las muestras
irradiadas, es decir, las muestras “light”. Para esto se tomaron los valores del recuento
de UFC/mL vistos en las gréficas previas (de nuevo: figuras impares del 61 a 67).

En la figura 69, se representan recopiladas los valores empleados para la realizacién
del andlisis ANOVA de un factor (P<0.05) de todas las cepas que han sido tratadas con
0.5 MIC de acido nalidixico, sin azul de metileno.
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Figura 69: Valores empleados para realizar el analisis ANOVA de las diferentes cepas tras el

tratamiento con 0.5 MIC de acido nalidixico (NAL).

Para un valor de significacion de a = 0.05 se acepta la Ho de que, con un 95% de
probabilidad no hay diferencia significativa entre ellos; estadisticamente, el acido
nalidixico a una concentracién equivalente al 50% de la MIC causa el mismo efecto
sobre todas las cepas. Esto se debe a que la dosis de NAL es tan baja que incluso en
las células de las cepas sensibles no se vieron afectadas de forma significativa.

En la figura 70, se representan recopilados los valores empleados para la realizacién
del andlisis ANOVA de un factor (P<0.05) de todas las cepas que han sido tratadas con
0.25 MIC de MB.
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Figura 70: Valores empleados para realizar el analisis ANOVA de las diferentes cepas tras el

tratamiento con 0.25 MIC de azul de metileno (MB).
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Para un valor de significacion de a = 0.05 se acepto la Ho, es decir, se est4 en
condicion de asegurar que, con un 95% de probabilidad, no hay diferencia significativa
entre ellos.

En los casos mas extremos, el recuento de UFC/mL solo varié una unidad logaritmica
decimal entre la cepa de referencia ATCC 25922 y la Ab 10, por lo que no hay ninguna
cepa que estadisticamente se pueda afirmar que tenga una respuesta diferente al
tratamiento.

En la figura 71, se recopilan los valores empleados para la realizacion del andlisis
ANOVA de un factor (P<0.05) de todas las cepas que han sido tratadas con 0.5 MIC de
NAL y con 0.25 MIC de MB.
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Figura 71: Valores empleados para realizar el analisis ANOVA de las diferentes cepas tras el

tratamiento con 0.5 MIC de acido nalidixico (NAL) y con 0.25 MIC de azul de metileno (MB).

Para un valor de significacion de a = 0.05 se aceptd la Ho, es decir, se puede asegurar
que con un 95% de probabilidad no hay diferencia significativa entre ellos.

Como conclusion, en el recuento de UFC/mL no se encontraron diferencias a la
respuesta a los diferentes tratamientos entre las distintas cepas, todas responden de
forma muy similar a los diferentes tratamientos.
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4.3.2. Busqueda de efectos sinérgicos de los tratamientos.

En la tabla 21, se muestran los resultados de la comparacion del efecto del tratamiento
combinado, aplicado a las diferentes cepas en comparacion con los tratamientos
individuales (con solo el antibiético o el FS), de acuerdo con el método detallado por
Valeriote y Lin en 1975 (Valeriote & Lin, 1975), detallada en la ecuacion 5, adaptandolo
para nuestros estudios microbiologicos.

Logio (MIX) < logao (NAL) + logio (MB) - Sinérgico

Ecuacién 5:
Simplificacién Logio (MIX) = logio (NAL) + logio (MB) = Aditivo

efectos sinérgicos.

Logio (MIX) > logio (NAL) + logio (MB) = Antagonico

(MIX]  [NALIIMB] Etn
ATCC 25922 -4.58+0.87 -3.60£0.62 ADITIVO
Ab 4 -5.24+0.84 -3.89+1.24 ADITIVO
Ab 10 -4.75+0.79 -3.45+1.06 ADITIVO
Ab 14 -4.46+0.34 -2.90+0.95 SINERGICO

Tabla 21: Estudio del efecto combinado de 0.5 MIC del acido nalidixico (NAL) y 0.25 MIC del azul de

metileno (MB) en las cepas de estudio. Tratamiento combinado (MIX).

Este estudio se llevo a cabo para valorar si el tratamiento combinado ofrece ventajas
frente a los individuales y para poder determinar si el efecto del tratamiento varia en
las diferentes cepas estudiadas.

Para poder realizar este estudio se emplearon los resultados en los que se empleé el
0.5 MIC de acido nalidixico, el 0.25 MIC del tratamiento con MB y el tratamiento conjunto
con los dos productos.

Para la cepa de referencia (ATCC 25922), la Ab 4 y Ab 10, se puede afirmar que el
efecto combinado de ambos compuestos visto en nuestros estudios es aditivo,
mientras que para la cepa Ab 14, el efecto demuestra ser sinérgico.

107






X/
L X4

Capitulo 5: Conclusiones

Se ha establecido la efectividad de la terapia fotodinamica para la eliminacion de
especies potencialmente patdgenas como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Salmonella enterica, aunque en este Ultimo caso, para
alcanzar un efecto bactericida, ha sido necesario cambiar el fotosensibilizador
azul de metileno por un derivado del mismo, el nuevo azul de metileno, con mayor
afinidad por la pared celular y mejor rendimiento cuantico de formacion de
oxigeno singlete.

Se ha demostrado la efectividad de la terapia fotodinamica para la eliminacion de
cepas clinicas de Escherichia coli multiresistentes, tanto en crecimiento
planctonico como en biopelicula.

Se ha demostrado la existencia de un efecto sinérgico entre el tratamiento
fotodinamico y el tratamiento con &cido nalidixico en al menos una de las cepas
estudiadas
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Figura 72: Péster presentado en el “16th Congress of the European Society for Photobiology”, el 2015 en Aveiro

(Portugal). Presenta el efecto aTFD con una fenalenona 9-substituida como fotosensibilizador.
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