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Introduccion

1.1. Microscopia de Fuerza Atémica

El desarrollo del microscopio 6ptico aporté nuevos avances en el
conocimiento del mundo biolégico, permitiendo la observacion de
tejidos, células individuales y algunos organulos celulares, con un
méaximo de resolucion de unos 200 nm. Posteriormente, con el
desarrollo del microscopio electrénico se incrementé la resolucion
hasta 1 nm, pudiéndose asi observar componentes sub-celulares como

proteinas o viriones [1].

A principios de la década de los 80, Binnig & Rohrer [2]
revolucionaron el mundo de la microscopia con la invencién del
“microscopio de efecto tinel” (STM), el primero de un amplio grupo
de recursos técnicos conocido como “microscopia de sonda” (SPM).
La técnica del STM esta basada en el efecto tunel, cuando una sonda
conductora se halla a una cierta distancia de la superficie de una
muestra conductora se crea una corriente de electrones entre ambas
superficies, la cual es detectada por el microscopio a medida que se va
rastreando linea a linea la superficie de la muestra. De este modo, el
STM nos proporciona una imagen topografica a escala atémica de la
superficie y permite el estudio de las propiedades eléctricas de la

muestra.

La técnica del STM tiene una limitaciéon derivada de que no es
aplicable al estudio de materiales no conductores. Esta limitacion se
solvent6 afios méds tarde con el desarrollo del “microscopio de fuerza
atémica” (AFM) [3], abriendo nuevas posibilidades para el estudio de

muestras bioldgicas. La técnica del AFM es muy similar al STM, el
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principio de su funcionamiento es detectar las fuerzas de interaccién
entre los dtomos de una punta y los d&tomos de la superficie de la
muestra, utilizando unas sondas especiales que consisten en una fina
punta de peso infimo acopladas a una palanca o cantilever elastico. La
microscopia de fuerza atémica permite obtener informacién sobre las
propiedades mecanicas, la hidrofobicidad y la viscoelasticidad de la
superficie de muestras biolégicas a tiempo real, bajo diversas
condiciones fisiolégicas (ambiente seco o ambiente liquido), y sin la

necesidad de una previa preparacion especial o tincién [4].

1.1.1. Microscopio de fuerza atémica

El Microscopio de fuerza atomica (AFM) estudia la estructura de la
superficie de las muestras midiendo las fuerzas de interaccién entre
los atomos de esta superficie y los 4tomos de una punta acoplada en el
extremo de una palanca flexible o cantilever. Como resultado de esta
interaccion y dependiendo de la distancia entre la punta y la
superficie de la muestra, los atomos estaran sujetos a fuerzas de
naturaleza atractiva o repulsiva, las cuales estdn representadas en la
figura 1.1, donde podemos observar que se definen dos areas segin la
distancia, area de contacto y &rea de no-contacto. En el 4rea de
contacto, la distancia entre la punta y la superficie de la muestra es de
unos pocos angstroms (A) y las fuerzas que acttan entre los d&tomos
son fuerzas de repulsion electroestaticas. En el area de no-contacto, en
la que la distancia es relativamente mayor (del orden de unos 10 a 100
A), las fuerzas interatémicas son de naturaleza atractiva como
resultado de las fuerzas de Van der Waals de largo alcance [5]. El

microscopio de fuerza atémica puede operar en varios modos segin

2
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la distancia entre la punta y la muestra, que se describen en el

apartado 1.1.3.
Fuerza
) Cont::lcto Fuerzas repulsivas
intermitente
- 5
Contacto

Distancia, Z

No contacto

Fuerzas atractivas

Figura 1.1 Curva de fuerzas interatémicas versus distancia.

A medida que se va rastreando la superficie linea a linea, las fuerzas
de interaccién entre atomos provocan una flexién del cantilever que
puede ser detectada por el AFM mediante el “sistema de deteccion
6ptico de desviacion del cantilever” [6, 7], ilustrado en la figura 1.2. De
este modo, es posible evaluar las fuerzas de interaccién entre la punta

y la superficie midiendo las pequefas desviaciones del cantilever.

Laser de diodo
PSPD

Cantilever

Figura 1.2 Sistema de deteccién 6ptico de desviacion del cantilever.
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El sistema de detecciéon de la desviacion del cantilever mediante una
luz laser, es el método de detecciéon mas utilizado en los equipos de
AFM actuales, ademas de ser el método mas simple, econémico y
versatil que existe. Una luz laser incide directamente sobre el cantilever
por la cara opuesta a la de la punta, y es reflejada al centro de un
detector fotodiodo dividido en cuatro secciones denominado Position-
Sensitive Photo Detector (PSPD). Debido a cambios en la superficie de la
muestra, se producen doblamientos del cantilever que provocan
cambios en el dngulo de la reflexion del laser en el PSPD, lo cual se
traduce en cambios en la intensidad de la luz del laser reflejada. Esta
diferencia de intensidad se transforma en una sefal eléctrica con la
que se puede cuantificar tanto los movimientos verticales de la punta,
debido a las fuerzas de atraccion o de repulsion, como los
movimientos laterales y de torsién del cantilever como consecuencia

de la interaccién entre la punta y la superficie de la muestra [5].

Al mismo tiempo, a través de un circuito de retroalimentacién se
controlan los movimientos de la punta y de la muestra durante el
rastreo gracias a un sistema de tubos piezoeléctricos. Este mecanismo
se basa en el efecto piezoeléctrico de ciertos materiales, como la
ceramica, que se contraen o expanden en respuesta al voltaje aplicado.
Aplicando una sefial eléctrica se consigue una elongaciéon de
dimensiones atémicas de los materiales piezoeléctricos y, por tanto de
la muestra a visualizar. Asi el movimiento de la muestra y de la punta
en los tres planos del espacio viene controlado eléctricamente por
tubos piezoeléctricos [8]. La retroalimentaciéon entre el sistema de

tubos piezoeléctricos y el sistema de deteccion 6ptico de la desviacion
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del cantilever permite un control preciso de los movimientos de la

punta y un rastreo a escala atémica de la superficie de la muestra.

El sistema de control es de vital importancia para el funcionamiento
del AFM. Mediante un procesador de sefiales (integrado en una
controladora) se convierten las sefales eléctricas del cabezal del
microscopio en datos que podran ser analizados por un programa
informatico. A su vez, todos los parametros introducidos en este
programa serdn convertidos en sefales eléctricas, con el fin de poder
ordenar los movimientos del sistema de escaner (tubos
piezoeléctricos). Los datos obtenidos son procesados y transformados
en imagen. De este modo, el AFM permite obtener informacién no
solo de la topografia de la muestra, sino también de sus propiedades

mecdanicas y viscoeldsticas [5].

1.1.2 Cantilevers y puntas

La nanopunta acoplada a un cantilever es la esencia del AFM, puesto
que es la parte que interactda con la superficie de la muestra. El
conjunto punta-cantilever puede estar hecho de silicio, nitruro de
silicio o diamante, y recubierto con otro material para incrementar la
reflexion de la luz laser [5]. Los parametros de la punta a tener en
cuenta son el radio de curvatura del apice de la punta y la relaciéon
altura-anchura (figura 1.3a). De esta manera, las puntas que se
comercializan pueden llegar a ser en forma piramidal, tetragonal o

conica, y tener un radio de curvatura del apice de 1 a 20 nm.
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La geometria de los cantilevers (si son triangulares o rectangulares),
junto con su longitud, anchura y grosor, determinan las propiedades
mecanicas del cantilever, que a su vez estan relacionadas con la
constante elastica (k) y la frecuencia de resonancia (figura 1.3b). Los
cantilevers flexibles y con una baja frecuencia de resonancia, son
ideales para medir en liquidos, en modo operativo de contacto y en
espectroscopia de fuerza. En cambio, aquellos cantilevers mas rigidos y
de mayor frecuencia de resonancia son mas apropiados para medir

en aire y en modo de no-contacto [9].

a) b)

al

Figura 1.3 Parametros esenciales de las puntas y cantilevers, geometrias de los
cantilevers. a) Punta: radio de curvatura del apice (r) y la relacién altura-anchura (al-

an). b) Cantilever: anchura (an), longitud (L) y grosor (g).

1.1.3. Modos de Operacién

1.1.3.1. Modos para visualizar superficies

Existen varios modos de operacién en el AFM para adquirir imagenes

(figura 1.4), dependiendo de la naturaleza de las fuerzas de

interaccion entre atomos segin la distancia entre la punta y la
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superficie de la muestra, las cuales se han comentado en apartados

anteriores (figura 1.1).

1.1.3.1.1. Modo de Contacto

En el modo de contacto, se produce un “contacto real” entre la punta
y la superficie de la muestra donde las fuerzas que predominan son
de naturaleza repulsiva, que tienden a separar la punta provocando
una desviacion del cantilever. En este punto, también existen otros dos
tipos de fuerzas que mantienen la punta en contacto con la muestra, la
fuerza de capilaridad y la fuerza que ejerce el propio cantilever sobre la
muestra. Cuando se trabaja en medio seco, la fuerza de capilaridad
viene dada por la presencia, en algunos casos, de una fina capa de
agua que cubre la superficie de la muestra, y su magnitud dependera
de la distancia entre la punta y la muestra. La fuerza ejercida por el
propio cantilever es como la de un muelle comprimido, y depende de
la desviacion del cantilever y su constante elastica. El AFM es capaz de
detectar los pequefios cambios en la desviacion del cantilever como
resultado de las fuerzas de interacciéon a medida que se rastrea la

superficie de la muestra.

En el modo de contacto es posible trabajar a fuerza constante o a
distancia constante. A modo de fuerza constante, la desviacién del
cantilever durante el rastreo de la superficie es utilizada por el circuito
de retroalimentaciéon para controlar el movimiento del Z-escaner
piezoeléctrico, adaptindolo a los cambios topograficos de la muestra,
y poder mantener constante tanto la desviacién del cantilever como la

fuerza que se le aplica a la muestra durante el rastreo. El movimiento
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del Z-escaner piezoeléctrico es proporcional a la topografia de la
muestra. La velocidad de rastreo es lenta debido al tiempo de

respuesta del circuito de retroalimentacion.

A modo de distancia constante, el Z-escaner piezoeléctrico se
mantiene a una distancia constante de la muestra debido a que el
control de retroalimentacién estd desconectado. En este caso, la
desviacion del cantilever es proporcional a la interaccion de las fuerzas
durante el rastreo. El modo de contacto a distancia constante es
utilizado para la visualizacion de superficies planas y permite una

elevada velocidad de rastreo.

El tipo de imagenes que se pueden obtener utilizando el modo de

contacto son [10]:

o Imagenes de altura: La desviacion del cantilever durante el rastreo
de la superficie queda registrada y es la expresién de la topografia

de la muestra.

o Imagenes de desviacion: El circuito de retroalimentacién mantiene
constante la desviacion del cantilever durante el rastreo
controlando el movimiento del Z-escaner piezoeléctrico. Debido a
que el tiempo de respuesta del circuito es lento, se producen
pequenas desviaciones del cantilever, este error de sefal es
utilizado para generar las imagenes de desviacion, las cuales
muestran con mayor sensibilidad los finos detalles de la

superficie.
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Los cantilevers cominmente utilizados en el modo de contacto son
mas flexibles, con una constante elastica de alrededor de 1 N/m. Este
tipo de cantilevers son extremadamente sensibles a pequenos cambios
en las fuerzas de interaccion, permitiendo al AFM representar
estructuras a escala atémica. Una desventaja que presenta este modo
de operacion debido a la fuerza que se ejerce sobre la superficie, es
que tanto la punta como la muestra pueden dafarse durante el
rastreo, por lo que no es muy apropiado para visualizar muestras

biolégicas.

1.1.3.1.2. Microscopia de Fuerza Lateral

Una variaciéon del modo de contacto es la microscopia de Fuerza
Lateral, que registra el movimiento de torsion del cantilever durante
el rastreo de la superficie de la muestra, a través del movimiento
horizontal de la luz laser reflejada en el PSPD [11]. La magnitud de la
desviacion lateral del cantilever viene determinada por el coeficiente
de friccién (u), la topografia de la superficie de la muestra, la direcciéon
del movimiento del cantilever y la constante elédstica lateral del
cantilever. Los cantilevers que se utilizan son de las mismas
caracteristicas que en el modo de contacto, permitiendo la
cuantificacion del grado de fricciéon superficial entre la punta y la

muestra [12].

Las imagenes que se generan en la microscopia de Fuerza Lateral nos
aportan informacién de la topografia de la muestra y de sus diferentes

propiedades de friccién [13].



Introduccion

1.1.3.1.3. Modo de No-Contacto

En el modo de no-contacto, la punta se encuentra a una distancia
proxima a la superficie de la muestra, donde las fuerzas de interaccién
dominantes entre atomos son las fuerzas de Van der Waals de
naturaleza atractiva. La fuerza que ejerce la punta sobre la muestra es
muy débil, evitando asi un rapido deterioro de la muestra o de la
punta, por lo tanto este modo de operaciéon es mas apropiado y

ampliamente utilizado para visualizar y estudiar muestras biolégicas.

El sistema hace vibrar mecanicamente al cantilever cerca de su
frecuencia de resonancia (frecuencia intrinseca del cantilever)
registrando la amplitud de la vibracién. Los cantilevers utilizados son
rigidos, con una frecuencia de resonancia entre 100 kHz y 400 kHz,
una amplitud de oscilacién menor a 10 nm, y una constante eldstica
alrededor de 40 N/m. El sistema monitoriza la amplitud de la
vibraciéon del cantilever durante el rastreo por la superficie de la
muestra, y la mantiene constante a través del circuito de
retroalimentaciéon que controla los movimientos del Z-escaner
piezoeléctrico, adaptandolos a la topografia de la muestra. Los
movimientos del Z-escaner piezoeléctrico son los que se utilizan para

reflejar los datos de la topografia de la muestra [14].

Los tipos de imédgenes que se generan en el modo de no-contacto son:

- Imagenes de altura: Proporcionan informacién de la topografia de la

superficie utilizando los movimientos del Z-escéner piezoeléctrico.

10
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- Iméagenes de amplitud: El circuito de retroalimentacién no es
perfecto y su respuesta en mantener la amplitud constante es lenta.
Durante el rastreo se producen pequenos cambios que alteran la
constancia en la amplitud de oscilacion del cantilever y quedan
registrados como error de sefial. En este tipo de imédgenes se acenttian
las finas estructuras de la superficie a expensas de la informacién

general de topografia [15].

- Imagenes de fase: Las variaciones producidas en la fase de oscilacion
del cantilever proporcionan informacién de la composiciéon de la
muestra, asi como de sus propiedades elésticas, viscoelasticas y de

adhesion [16].

1.1.3.1.4. Modo de Contacto Intermitente o Tapping

Similar a lo que ocurre en el modo de no-contacto, se hace vibrar
externamente el cantilever cerca de su frecuencia de resonancia. La
amplitud de esta oscilacién es mayor que en el modo de operaciéon
anterior, aproximadamente de 100 nm, llegando la punta a entrar en
contacto intermitente con la muestra durante el rastreo de su
superficie [5, 17]. Por lo tanto, cada vez que la punta se aproxima a la
muestra las fuerzas de interaccién interatémicas dominantes son las
fuerzas de repulsiéon. Durante el rastreo se producen cambios en la
amplitud de oscilaciéon del cantilever, y pequefias diferencias o largos
retardos en la fase de oscilacién, lo que permite obtener informacién
sobre la topografia de la superficie y de las propiedades mecanicas de

la muestra [1]. En el modo de contacto intermitente se generan el

11
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mismo tipo de imagenes que en el modo de no-contacto, explicado en

el apartado 1.1.3.1.3.

<) d)

Figura 1.4 Modos de obtencion de imagenes en AFM. a) Modo de contacto. b)
Microscopia de fuerza lateral. ¢) Modo de no-contacto. d) Modo de contacto

intermitente.

1.1.3.2. Espectroscopia de Fuerza

La microscopia de fuerza atémica permite obtener imdgenes de
estructuras y muestras biolégicas a escala nanométrica con una
elevada resoluciéon. No obstante, esta técnica es también de gran
utilidad para medir las fuerzas de interaccion y estudiar las
propiedades fisicas de muestras bioldgicas, mediante la adquisiciéon
de curvas de fuerza-distancia utilizando el modo de operacion
conocido como Espectroscopia de Fuerza, una habilidad exclusiva de

la microscopia de fuerza atémica [18].

Los modos de obtencién de imégenes utilizan la interaccion de las

fuerzas entre la superficie de la muestra y la punta para rastrear la

12
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muestra, y asi obtener informacién de la topografia y de las
caracteristicas de la superficie. En el modo de espectroscopia de
fuerza, se mide la desviacién del cantilever durante su movimiento
vertical de aproximacion y retraccion a la muestra (dado por el Z-
escaner piezoeléctrico) para cuantificar y caracterizar las fuerzas de
interaccion entre la punta y la muestra. Durante la aproximacién y
retraccion se produce un doblamiento del cantilever como resultado
de las fuerzas de interaccién entre la punta y la superficie de la
muestra, el cual es registrado por el PSPD como un cambio de voltaje
o un cambio en la intensidad de la luz laser reflejada por el cantilever.
Esta diferencia de intensidad es traducida por el PSPD como una
desviacion del cantilever (d). Mediante la ley de Hooke, la desviacion
del cantilever es transformada en unidad de fuerza (F), donde k es la

constante elastica del cantilever:

F =-kd

El resultado es la obtencién de una curva de fuerza-distancia, a partir
de la cual se puede extraer informaciéon sobre las propiedades
mecanicas y fisicoquimicas de una muestra, como la viscoelasticidad,
fuerzas de adhesion y fuerzas de superficie [18, 19]. En la figura 1.5 se
muestra un esquema de una curva de fuerza-distancia obtenida

mediante espectroscopia de fuerza.
Observando el esquema, en la zona de no-contacto (zona A), el Z-

escaner piezoeléctrico empieza su recorrido hacia abajo, aproximando

la punta a la muestra, en este punto la deformacién del cantilever es 0.
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Las fuerzas atractivas de van der Waals ejercen una presion sobre el
cantilever que va aumentando a medida que la distancia entre la punta
y la muestra se reduce. Cuando esta presién es mayor a la constante
elastica se produce una deformacién negativa del cantilever, seguida
del contacto entre la punta y la muestra (zona B). Tras producirse el
contacto, mientras el Z-escdner piezoeléctrico continta su extension,
las fuerzas de repulsiéon provocan una deformacién del cantilever en
sentido opuesto (zona C). Esta fase de la curva de fuerza-distancia
(A—C) se denomina fase de aproximacién y aporta informacién de las
fuerzas de superficie y de las propiedades mecanicas de la muestra.
En la fase de retraccion (D—E), el Z-escaner piezoeléctrico va
retrocediendo. La punta sigue adherida a la muestra provocando una
fuerte deformacion del cantilever en sentido opuesto al movimiento
del escédner (zona E), hasta que se separa completamente de la
superficie de la muestra volviendo a 0 la deformacién del cantilever

[18-20].

Fuerza

\/

Distancia

Figura 1.5 Curva de fuerza-distancia
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Las caracteristicas de esta completa separaciéon o rotura de la
interaccién entre la punta y la muestra, son utilizadas para medir la
intensidad de las fuerzas de adhesion entre ambas partes, o también

fuerzas de unién entre biomoléculas complementarias [16].

La espectroscopia de fuerza permite trabajar con tres modos de

medida de fuerza diferentes (figura 1.6):

o Microscopia de fuerza quimica (CFM): Desde su primera
aplicaciéon ha proporcionado informacién sobre la distribucién
espacial de grupos quimicos en células vivas [21].

o Espectroscopia de fuerza molecular (SMFS): Aporta informacion
de la interaccién ligando-receptor [22].

o Espectroscopia de fuerza celular (SCFS): Permite conocer las
fuerzas de interacciéon entre una célula y diversos tipos de

sustratos, o las fuerzas de adhesion entre células [23, 24].

a) b) )

A = Ligando
Receptor
ADN
RNA
Peptido
Grupo Molécula Oligosacarido
Quimico  biolégica  LiPide

Figura 1.6 Sondas de Espectroscopia de Fuerza: a) CFM, puntas funcionalizadas con
grupos quimicos; b) SMFS, puntas funcionalizadas con moléculas; c¢) SCFS, cantilevers

funcionalizados con células o virus.
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1.1.3.2.1. Microscopia de Fuerza Quimica

La Microscopia de Fuerza Quimica es una poderosa técnica que,
mediante la funcionalizaciéon de puntas con grupos quimicos, ha
permitido la obtencién de un mapa espacial de la superficie de células
vivas con la distribucién de grupos quimicos y de sus interacciones
sobre varias superficies [23]. Se puede estudiar y caracterizar la
estructura y las propiedades fisico-quimicas de las superficies
microbianas a nivel molecular; explorar la estructura funcional de la
superficie celular, la hidrofobicidad y cargas superficiales; y conocer
como interacttan drogas antimicrobianas con las diferentes

superficies bacterianas[14, 25, 26].

1.1.3.2.2. Espectroscopia de Fuerza Molecular

La espectroscopia de fuerza molecular es una técnica novedosa que
permite estudiar a nivel molecular los sistemas microbianos y su
interacciéon con el ambiente [27, 28]. Consiste en funcionalizar la punta
de AFM con una molécula especifica y hacerla interaccionar con una
molécula complementaria en una superficie celular o en un sustrato,
monitorizando a tiempo real la fuerza necesaria para romper esta
unién [29]. Ejemplos de esta interaccién especifica entre moléculas
seria la unién antigeno-anticuerpo, la unién entre proteinas de

adhesion celular [16], o la interaccion ligando-receptor [30, 31].

Mediante la técnica de SMFS varios grupos de investigadores han
podido caracterizar la integracién y conformacion de una proteina en

una membrana celular [32]; asi como explorar la adhesién y la
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elasticidad a nivel molecular [33, 34]; estudiar las interacciones
moleculares de diferentes tipos de moléculas como oligosacéridos,
acidos nucleicos, proteinas [35, 36], o las propiedades mecanicas de
moléculas de adhesién [37], y conocer la organizacién nativa del

peptidoglicano en las paredes celulares bacterianas [38].

Una limitacion que presenta la técnica SMFS es que las moléculas,
sean de la naturaleza que sean, utilizadas para funcionalizar las
puntas, son extraidas y purificadas de su contexto biolégico, como
consecuencia no hay una regulacién de su funcion ni un control de su
estructura o conformacién nativa. Este inconveniente puede ser
sorteado utilizando estas moléculas dentro de su contexto biolégico

utilizando puntas funcionalizadas con células vivas [39].

1.1.3.2.3. Espectroscopia de Fuerza Celular

La adhesion celular es un mecanismo que estd implicado en el
desarrollo embrionario, la formacién de tejidos, la comunicacion,
transporte y migracion celular, metastasis de tumores, reconocimiento
celular, colonizacién bacteriana, infecciones bacterianas y virales [40-
43]. Debido a su implicacién en varios procesos biolégicos, es de gran
interés conocer y estudiar el mecanismo de adhesion celular tanto a

nivel molecular como a nivel celular.

Mediante la inmovilizacién de células a un cantilever se obtiene una
“sonda celular” que permite cuantificar las fuerzas de interaccién con
otras células o sustratos. Esta técnica aporta nuevas oportunidades

para investigar las bases moleculares de los procesos de adhesion
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celular importantes en la formacion de biofilm, procesos de infeccién
y interaccién entre células [24]. Tal y como ha sido descrito en la
literatura, variando el tiempo de contacto entre la sonda celular y las
otras células o sustratos, se pueden cuantificar las propiedades de
adhesion y las uniones entre moléculas o entre células. La intensidad
de la adhesién incrementa con el tiempo de contacto y con el drea de

contacto [44].

La técnica de SCFS ofrece un amplio rango de mediciéon de fuerzas de
interacciéon desde 10 pN hasta 106 pN. Con esta sensibilidad, permite
estudiar a fondo los fenémenos de adhesion celular y reconocimiento
molecular entre células midiendo y cuantificando las interacciones no
especificas, relacionadas con las propiedades fisicoquimicas de las
células y las superficies de sustratos [45]; y las interacciones
especificas como fuerzas de adhesiéon molecular, reconocimiento
especifico y union entre proteinas. Las curvas de fuerza-distancia se
obtienen después de haber mantenido en contacto la sonda celular
cono otra célula o sustrato durante un tiempo de adhesién concreto y
ejerciendo una determinada fuerza. Analizando la curva resultante, la
fuerza necesaria para separar las dos células o las dos superficies se

describe como la fuerza de adhesion de la célula [44].

La aplicacion de la técnica SCFS ha permitido a un amplio namero de
investigadores estudiar las fuerzas de adhesién y los procesos de
regulacion de dicha adhesion, tanto a nivel molecular [46] como a
nivel celular [47]; estudiar la adhesion bacteriana a diferentes tipos de

superficies de biomateriales [48], superficies hidréfobas, hidroéfilas o
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recubiertas con proteinas [49-51]; medir la interacciéon bacteria-
sustrato bajo condiciones aerobias y anaerobias [52]; o estudiar la
asociacion entre especies microbianas midiendo las fuerzas de

adhesion entre células [53, 54].

1.2. Terapia Fotodinamica

1.2.1. Infecciones de canales radiculares

La microbiota de la cavidad oral puede estar formada por mas de 500
especies diferentes de microorganismos [55]. Algunas de las
patologias de la cavidad oral estdn relacionadas con procesos
infecciosos como caries, periodontitis, infecciones de los canales
radiculares, abscesos, etc. Las infecciones de los canales radiculares
son producidas cuando un dafio en la estructura del esmalte o del
cemento facilita la entrada de microorganismos al interior de la
cavidad pulpar y favorece la colonizacién de los canales radiculares.
Si no se elimina completamente la presencia de microorganismos en
esta zona, la reaccion inflamatoria puede llegar a afectar a los tejidos

del periapice y originar una periodontitis apical [56].

Los microorganismos pueden habitar tanto en el canal radicular
principal como en los tabulos dentinarios o en las ramificaciones,
formando una estructura compleja denominada biofilm en la que las
células estdn integradas en una matriz extracelular protegidas de las
condiciones ambientales [57]. Este factor junto con la localizacién

anatomica de los canales radiculares, favorece que los
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microorganismos puedan escapar del sistema inmune del huésped y
de la accién de antimicrobianos administrados de manera sistémica
[58]. Con el fin de entender el proceso de esta infeccién y proporcionar
un tratamiento antimicrobiano efectivo, es importante identificar los
microorganismos implicados en la patogénesis de esta infecciéon [59].
Las condiciones ambientales en los canales radiculares son diferentes
a las de la cavidad oral en lo que se refiere a disponibilidad y tipo de
nutrientes, presiéon de oxigeno y pH; por lo que los microorganismos
que accedan deberdn de ser capaces de adaptarse a este ambiente. En
un canal radicular infectado se pueden encontrar mas de 12 especies
microbianas, tanto Gram Positivas como Gram Negativas, pero
especialmente abundan las anaerobias. En un canal radicular
infectado los nutrientes son generalmente péptidos y aminoacidos, lo
que facilita el crecimiento de especies proteoliticas anaerobias [60].
Generalmente, las especies microbianas aisladas con mas frecuencia
en infecciones primarias de canales radiculares pertenecen a los
géneros Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium [59, 61]. Tras un
primer tratamiento endodéntico pueden originarse infecciones
persistentes de los canales radiculares, debido a que algunos
microorganismos quedaron en la parte apical de los canales
radiculares, zonas de dificil acceso para la instrumentaciéon o
soluciones irrigantes empleadas en el tratamiento. Otra causa puede
ser que estos microorganismos hayan accedido al sistema radicular
durante o wuna vez finalizado el tratamiento [62]. Si estos
microorganismos son capaces de sobrevivir bajo las condiciones
limitantes de nutrientes, oxigeno y pH elevados, seran la causa de

infecciones persistentes post-tratamiento. Esta nueva microflora es
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diferente a la anterior al tratamiento endodéntico. Las especies de
microorganismos Gram positivos aerotolerantes son aisladas con mas
frecuencia tras una reinfeccién de los canales radiculares, se ha visto
que poseen una incrementada resistencia a los agentes
antimicrobianos utilizados durante el tratamiento endodéntico [58,
59]. Diversos estudios microbiolégicos demuestran que el género
Enterococcus es aislado en mayor proporcion en infecciones
periapicales persistentes tras una obturacién de los canales radiculares
[63-65]. Concretamente, Enterococcus faecalis se aisla en baja
proporcion de canales radiculares no tratados [66], pero esta
implicado en un 70% de las infecciones periradiculares tras
tratamiento [62]. E. faecalis expresa una serie de caracteristicas,
factores de supervivencia y factores de virulencia que le permiten
sobrevivir y colonizar los canales radiculares, y ademads resistir a los
tratamientos endodoénticos, lo que hace que esté implicado en

infecciones persistentes [67].

Factores de virulencia, supervivencia y caracteristicas de E. faecalis:

o Factores de secrecion.

o Produccién de enzimas liticas.

o Substancias de agregacion.

o Capsula polisacaridica.

o Adherencia a las células del huésped.

o Expresion de proteinas que le permiten competir con otros
microorganismos y alterar el sistema de defensa del huésped [62,

68].
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o Proteina de unién a colageno (Ace) que le permite unirse a la
dentina [69].

o Resiste a prolongados periodos de falta de nutrientes y es capaz de
utilizar el suero como fuente de nutrientes [70].

o Capacidad de sobrevivir a elevadas concentraciones de sal.

o Invade los tabulos dentinarios y es capaz de resistir al efecto de
soluciones irrigadoras y medicamentos intraconducto [71, 72].

o Tolera pH elevados, lo que le permite resistir al efecto del
hidréxido de calcio, utilizado como medicamento intraconducto.

o En el modo de crecimiento de biofilm presenta una incrementada
resistencia al sistema inmune del huésped y al efecto de los
antimicrobianos [73].

o Un factor externo a E. faecalis pero favorable para su persistencia,
es el hecho de que algunos componentes de la dentina alteran el
efecto antibacteriano de los medicamentos intraconducto [74].

o Es capaz de permanecer bajo condiciones ambientales adversas, en
un estado viable pero no cultivable, manteniendo asi su viabilidad
y patogenicidad, siendo capaz de reanudar su divisiéon cuando las

condiciones se vuelven mas favorables para el crecimiento [70, 75].

1.2.2. Condiciones para infecciones persistentes

En infecciones primarias de canales radiculares, donde hay un buen
aporte de nutrientes, se aislan mayoritariamente especies microbianas
anaerobias. Tras un tratamiento endodéntico y una obturacién del
canal radicular, las condiciones en el sistema radicular cambian.
Aquellos microorganismos que permanecieron en areas inaccesibles al

tratamiento, que han sido capaces de resistir al tratamiento quimico-

22



Introduccion

mecanico y a las condiciones adversas, presentan la capacidad de
progresar hacia el interior de los tabulos dentinarios intrarradiculares
[76]. Estos microorganismos residuales serdn la causa de un fracaso en
el tratamiento endodoéntico, y estaran implicados en infecciones

persistentes de canales radiculares.

Las diversas estrategias que desarrollan los microorganismos para
conseguir sobrevivir a las condiciones adversas de los canales
radiculares tras tratamiento se resumen a continuacién:

o Los microorganismos quedan adheridos a las paredes del canal
radicular formando biofilm, proporcionando resistencia a los
antimicrobianos [73].

o Los microorganismos que permanecen en zonas inaccesibles al
tratamiento convencional, escapan de la accién del tratamiento
mecénico y de los irrigantes [71, 77].

o Ciertos componentes de la dentina y fluidos de los tejidos pueden
inactivar la acciéon de los antimicrobianos [78].

o Algunos individuos pueden expresar resistencia a los
antimicrobianos o a la medicacién intraconducto [79].

o Adaptacion de los microorganismos residuales a las nuevas
condiciones ambientales del sistema radicular tras el tratamiento
endodoéntico, como la baja disponibilidad de nutrientes. Los
microorganismos pueden obtener los nutrientes de la saliva [80],
del exudado inflamatorio, o de los restos de tejido necrético. O
bien pueden adaptarse al nuevo ambiente mediante la regulacion
de la expresion de genes que les permite obtener energia a partir

de otras fuentes y nutrientes [81].
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Es fundamental la eliminacién, no solo de los microorganismos
implicados en la infeccién primaria y que puedan quedar de manera
residual tras tratamiento, si no también evitar la entrada de
microorganismos durante el proceso del tratamiento, para asi mejorar
la calidad y conseguir el principal objetivo del tratamiento

endodoéntico [82].

1.2.3. Tratamiento endododntico

El tratamiento endodontico consiste en un procedimiento de
reparacién quimico-mecdanica del canal radicular, seguido del uso de
medicacién intraconducto, para conseguir su principal objetivo: la
limpieza completa del contenido de los conductos infectados y su
desinfeccion [58]. Posteriormente, el paso final es la obturaciéon

correcta y hermética del conducto radicular.

Mediante instrumentacién y el uso de irrigantes se puede acceder al
canal radicular principal, donde habitan el mayor ndmero de los
microorganismos implicados en la infecciéon. No obstante, debido a la
compleja anatomia del sistema de conductos radiculares, el
tratamiento mediante instrumentaciéon no puede ser muy profundo,
dejando zonas sin tratar, restos de dentina cortada y residuos de tejido
pulpar que forman una capa residual en las paredes del canal
radicular denominada “smear layer” [83], que puede penetrar en el
interior de los tabulos dentinarios. Ademas, en el caso de dientes
infectados, esta capa residual contiene bacterias, favoreciendo su

crecimiento en el interior de los tibulos.
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Desde su primera aplicacion en el afio 1957 [84], también se utilizan
técnicas de ultrasonidos para la preparacion de los conductos
radiculares. El fenémeno de la cavitacion por ellos generado
contribuye a la limpieza de los canales [85]. No obstante, tanto la
limpieza de las paredes de la dentina como la accién antibacteriana no

son suficientes con estas técnicas [86, 87].

Ante la poca eficacia antibacteriana de la instrumentacién, es
necesario suplementar la preparacién mecénica con una desinfeccién
quimica de los canales radiculares. En la preparaciéon del conducto
radicular, el uso de irrigantes ayuda a remover los escombros y la
capa residual, limpiar zonas inaccesibles para la instrumentacién,
eliminar microorganismos y neutralizar sus componentes antigénicos,
y lubricar los instrumentos para facilitar su accién [60]. Con todo esto,
el uso de irrigantes favorece la obturaciéon del sistema de conductos
radiculares y también mejora el sellado apical, debido a que se da una
mayor adhesién a las paredes de la dentina [88]. Han sido propuestos
varios irrigantes, pero el mas utilizado es el hipoclorito de sodio
(NaOCl), a concentraciones variables ente 0,5y 2,5%. Resulta efectivo
en disolver restos de tejido pulpar y en eliminar microorganismos
junto con sus componentes antigénicos. No obstante, varios estudios
han revelado que su efecto antibacteriano no es suficiente para
eliminar completamente la presencia de microorganismos [89, 90].
Ademas, durante la instrumentacion, se debe irrigar continuamente
debido a que las soluciones de hipoclorito de sodio pierden
efectividad con el tiempo [91]. Como alternativa, se ha propuesto el

uso de gluconato de clorhexidina al 2% como solucién irrigadora,
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pero algunos estudios clinicos han demostrado que su efecto

antibacteriano no es superior al del NaOCl al 2,5% [92, 93].

En infecciones de conductos radiculares que hayan progresado con
una periodontitis apical, el uso tnicamente de instrumentaciéon
manual o mecéanica junto con soluciones irrigadoras resulta tener poca
eficacia antibacteriana. En estos casos, para conseguir eliminar los
microorganismos residuales de canales radiculares infectados es
necesario suplementar la preparacion de los conductos radiculares
con sustancias quimicas colocadas como medicacion en el interior de
los conductos. Como medicacion intraconducto se pueden emplear
soluciones de hipoclorito sédico del 1 al 5%, antibiéticos o
clorhexidina en gel al 2%. Varios estudios han demostrado que la
administraciéon intraconducto de pastas de hidréxido de calcio tras la
limpieza quimico-mecénica de los canales radiculares incrementa la
eficacia antibacteriana del tratamiento endodéntico [94, 95]. En 1920 se
introdujo el uso de pastas de hidroxido de calcio en el tratamiento
endodoéntico, presentan un pH alrededor del 12,5 y son escasamente
solubles en agua, por lo que se solubilizan de forma lenta en los
tejidos del organismo. Su efecto antibacteriano se debe principalmente
al aumentar el pH por la disociaciéon en iones de calcio e iones
hidroxilo, lo cual impide el crecimiento antibacteriano. A esta
caracteristica, se le puede sumar su accion de favorecer los procesos
de reparacion histica [91]. No obstante, el hidréxido de calcio difunde
muy lentamente a través de la dentina, se crea un gradiente de
concentracion a lo largo de la pared de la raiz debido a la capacidad

amortiguadora de la dentina, limitando el efecto antibacteriano del
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hidréxido de calcio [96, 97]. A pesar de los buenos resultados que se
han obtenido con el uso de hidréxido de calcio como medicacion
intraconducto, ciertos microorganismos pueden expresar resistencia a
esta medicacion, como es el caso de E. faecalis (explicado

anteriormente).

Una vez realizado el tratamiento quimico-mecénico y administrado la
medicacion intraconducto, la altima fase del tratamiento endodéntico
es la obturacién de los conductos radiculares. Los microorganismos
que hayan quedado en la regién apical del conducto radicular o en
conductos laterales podrian favorecer la apariciéon de infecciones
persistentes. Por lo tanto, antes de obturar se deberia eliminar el
maximo nimero de microorganismos [58], componentes antigénicos y
restos pulpares de los conductos radiculares, para aislarlos por
completo, manteniendo los resultados de su preparaciéon y

favoreciendo el éxito del tratamiento endodoéntico.

1.2.4. Terapias alternativas al tratamiento endodéntico convencional

1.2.4.1. Terapia con luz laser

La luz laser (light amplification by stimulated emission of radiation,
amplificacion de luz por emisién estimulada de radiacién) proviene
de una emisién estimulada que genera una forma de luz de una sola
longitud de onda (monocromatica) y en una misma direccion
(coherencia). Estas caracteristicas permiten que la luz laser se pueda
concentrar y dirigir a un punto concreto, por lo que desde que se

inventaron en 1960, sus aplicaciones han sido bastante numerosas. En
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tejidos biolégicos, la luz laser dirigida puede ser reflejada, dispersada,
transmitida o absorbida por el tejido. La absorcién de la luz laser por
los tejidos es debida a la presencia de pigmentos, proteinas, moléculas
libres de agua y otras macromoléculas. El coeficiente de absorcion
depende de la longitud de onda de la luz laser emitida [98]. Los
primeros en aplicar la luz laser en endodoncia fueron Weichman &
Johnson en 1971 [99], mediante un laser infrarrojo de alta potencia
trataron de sellar el orifico del conducto radicular en el apice de un

diente.

El principal objetivo del tratamiento endodéntico es conseguir la
eliminacion de microorganismos de los conductos radiculares. El
tratamiento endodéntico convencional incluye el uso de técnicas de
instrumentacién y soluciones irrigadoras para la preparacion del
conducto radicular, la aplicacién de medicacién intraconducto para
acabar de eliminar los microorganismos residuales y limpiar las
paredes de los conductos radiculares, y finalmente la obturacién para
aislar por completo el conducto radicular. A pesar de que diversos
estudios han demostrado la efectividad del tratamiento endodéntico
convencional, no es suficiente para erradicar la presencia de
microorganismos residuales. La anatomia del sistema de conductos
radiculares es muy compleja, lo que dificulta el acceso de las
soluciones irrigadoras y la medicacién intraconducto obstaculizando
su efectividad, y la penetraciéon de estas sustancias a través de la
dentina es escasa. Estas areas inaccesibles constituyen reservorios
importantes de ciertos microorganismos como E. faecalis, que es capaz

de formar estructuras complejas denominadas biofilm complicando su
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eliminacién, por lo que podrian aparecer reinfecciones de los

conductos radiculares tras un tratamiento [100, 101].

Debido a las caracteristicas descritas anteriormente, la luz laser puede
representar una alternativa para incrementar la limpieza vy
eliminaciéon de la capa residual de las paredes, y mejorar la
desinfeccion de las zonas profundas y de dificil acceso del sistema de
conductos radiculares [102]. Desde su primera aplicaciéon en 1971,
varios tipos de luz laser han sido utilizados en el tratamiento
endodéntico. A continuacion, se describen segin sus caracteristicas y

aplicaciones en endodoncia:

o Laser de Diodo y Laser de Nd:YAG. Los laseres de diodo mas
utilizados son los comprendidos entre las longitudes de onda de
810 nm y 980 nm, mientras que el laser de Neodimio:YAG emite
una luz laser con una longitud de onda de 1064 nm. Ambos laseres
se transmiten a través de una fibra 6ptica, por lo que se pueden
introducir mejor en el interior de los conductos radiculares [103].
Producen un elevado efecto térmico que puede penetrar en
profundidad a través de los tejidos dentales y acceder a las partes

inaccesibles de la red de tabulos dentinarios [104, 105].

o Laser de Er:YAG y laser de Er,Cr:YSGG. Los tipos de laser de
Erbium, vienen equipados con puntas finas y flexibles para
facilitar su aplicacion. El laser de Er:YAG tiene una longitud de
onda de 2940 nm y el laser de Er,Cr:YSGG de 2780 nm. Ambos

laseres son absorbidos superficialmente por aquellos tejidos que
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contienen grandes cantidades de agua [103]. El efecto térmico
vaporiza el agua, provocando una expansiéon del vapor de agua
que genera un efecto fotomecanico, de este modo se consigue una
ablacion superficial que ayuda a descontaminar la superficie de la

dentina en &reas intertubulares ricas en agua [106-108].

Este efecto fototérmico y fotomecanico de todos los tipos de laseres,
junto con el uso de soluciones irrigadoras introducidas en el interior
de los conductos radiculares, ayuda a la limpieza de la superficie de la
dentina eliminando la capa residual, restos de pulpa y de

microorganismos [109, 110].

1.2.4.2. Terapia Fotodinamica

En 1900, Oscar Raab fue el primero en proponer la terapia
fotodindmica al estudiar el efecto letal del clorhidrato de acridina y la
luz visible en Paramecium caudatum [111]. La terapia fotodindmica
(PDT) (figura 1.7) se basa en el uso de moléculas (fotosensibilizadores)
que pueden ser absorbidas por los microorganismos o bien se pueden
unir a sus superficies, y al ser activadas en presencia de oxigeno con
una luz de una determinada longitud de onda generan moléculas de
oxigeno singlete y radicales libres que son citotéxicos para los
microorganismos [112]. Los laseres de alta potencia son capaces de
reducir el nimero de microorganismos implicados en infecciones
endodonticas mediante un efecto térmico [113], que puede afectar

también a los tejidos.
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Figura 1.7 Mecanismo de accién de la terapia fotodinamica.

La terapia fotodindmica combina laseres de baja potencia con
fotosensibilizadores, por lo que el efecto letal no es causado por un
incremento de la temperatura, sino por la generacién de compuestos

citotdxicos [114].

Las principales caracteristicas que hacen de la terapia fotodinamica

una buena alternativa como terapia antimicrobiana se resumen a

continuacion [115]:

o Amplio espectro de accion, debido a que los fotosensibilizadores
pueden ser captados por bacterias, levaduras, hongos y parésitos.

o Se puede limitar su efecto solo a los microorganismos, eliminando
un gran nimero de ellos y evitando posibles dafios en los tejidos
del huésped.

o Es poco probable que aparezcan microorganismos resistentes tras
varios tratamientos.

o Permite el uso de fuentes de luz econdmicas para activar las

moléculas fotosensibilizadoras.
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Para que una terapia fotodinamica sea efectiva contra los
microorganismos, las propiedades de un fotosensibilizador deberian
ser las siguientes [115]:

o Poder mantener durante largo tiempo el estado de triplete para
obtener grandes cantidades de oxigeno singlete y de radicales
libres.

o Elevada afinidad de unién a distintos microorganismos junto con
un amplio espectro de accion.

o Baja afinidad por las células de los tejidos del huésped, con el fin
de evitar efectos no deseados.

o Mecanismo de inactivacion celular para minimizar la seleccion de
microorganismos resistentes y evitar el desarrollo de procesos
mutagénicos.

o Baja toxicidad quimica.

Los fotosensibilizadores cargados positivamente como las porfirinas,
ftalocianinas y fenotiacinas, resultan ser mas efectivos en la
fotoinactivacion tanto de bacterias Gram positivas como Gram
negativas [116, 117]. En general, las bacterias Gram positivas suelen
ser mas susceptibles a la fotoinactivacion que las Gram negativas
debido a la elevada porosidad de la pared bacteriana, que permite el
paso de macromoléculas de gran tamafio molecular (30000 a 60000
Da) [118]. Por lo que los fotosensibilizadores comtnmente utilizados
de peso molecular entre 1500 y 1800 Da pueden acceder sin problema
hacia la membrana plasmatica. En el caso de las bacterias Gram
negativas, la membrana externa supone una barrera para la difusién

de los fotosensibilizadores, puesto que tan solo permite el paso de
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moléculas de tamafio molecular entre 600 y 700 Da a través de las
porinas [119]. La fotoinactivacién con fotosensibilizadores neutros o
cargados negativamente no es tan efectiva en bacterias Gram
negativas, para ello es necesario incrementar artificialmente la
permeabilidad con agentes que desorganizan la membrana externa y
desestructuran la pared bacteriana, como son cloruro de calcio, EDTA
y el polipéptido catiénico polimixina B [120, 121]. En el caso de los
fotosensibilizadores catiénicos, la carga positiva promueve su unién a
la membrana externa de las bacterias Gram negativas induciendo un
dafio localizado y favoreciendo la penetracion del fotosensibilizador

[116].

Los fotosensibilizadores més utilizados en terapia fotodinamica para
la eliminacién de microorganismos implicados en infecciones
endodonticas son el azul de toluidina O y el azul de metileno. Varios
estudios realizados in vitro han demostrado su eficacia con una
reduccion de hasta un 80% en la viabilidad de E. faecalis en conductos
radiculares infectados [122-126]. Estos fotosensibilizadores se pueden
dirigir tanto contra bacterias Gram positivas como Gram negativas,
puesto que su carga positiva junto con el bajo peso molecular
permiten su difusion a través de las porinas de la membrana externa

de las bacterias Gram negativas [127].

Como resultado del importante efecto antimicrobiano de la terapia
fotodindmica, ha sido utilizada como una ayuda al tratamiento
endodéntico convencional [128, 129]. De este modo, se puede llegar a

conseguir el principal objetivo del tratamiento endodoéntico, la
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completa eliminacién de los microorganismos implicados en las

infecciones de conductos radiculares.

1.3. Biofilm de Candida albicans

Muchos microorganismos en su habitat natural, se encuentran
predominantemente como biofilm y no como células en libre flotacién
o células plancténicas. El biofilm es una estructura tridimensional
compleja fuertemente adherida a una superficie, en la que los
microorganismos estan integrados en una matriz extracelular de
polimeros. A nivel clinico, el primer biofilm reconocido fue la placa
dental en la superficie de los dientes, pero actualmente, una
significativa proporcion de las infecciones microbianas humanas estan
asociadas a biofilm [130, 131]. Los microorganismos que crecen
formando biofilm, presentan un conjunto de ventajas y wunas
caracteristicas fenotipicas diferentes a los que crecen en forma
plancténica, como proteccién a condiciones adversas del ambiente,
una incrementada resistencia a agentes antimicrobianos y proteccion
frente al sistema inmune del huésped [106, 132]. Las biopeliculas
pueden estar adheridas a la superficie de tejidos como es el caso de la
fibrosis quistica, en la que biofilms de Pseudomonas aeruginosa se
adhieren a la superficie de la mucosa pulmonar, provocando graves
complicaciones en esta enfermedad [133]. Pero también se pueden
adherir a otro tipo de superficies como catéteres, proétesis o implantes,
afectando a la funcién de estos elementos [134]. Tras la adhesién y una
vez formadas las biopeliculas, de las capas mas superficiales se

desprenden células microbianas que a través del torrente sanguineo
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pueden acceder a otras superficies donde adherirse; este importante
proceso contribuye a la dispersiéon de los microorganismos y a la
transmisiéon de las enfermedades [135]. Las infecciones microbianas
relacionadas con biofilm pueden llegar a ser persistentes y crénicas, su
compleja estructura que aisla a los microorganismos integrados en
ella, impide la accién de las defensas inmunes del huésped y reduce la
eficacia de las terapias antimicrobianas, por lo que su erradicaciéon
llega a resultar altamente complicada. Estas biopeliculas pueden estar
formadas por una tnica especie microbiana o por varias especies
tanto bacterianas como fungicas [136-138]. El interés cientifico en
estudiar y obtener informacién sobre la estructura, composicién y
propiedades de las biopeliculas fangicas ha ido incrementando
debido a la relevancia clinica de las infecciones fangicas asociadas a
biofilm. Concretamente, Candida albicans es la especie fingica mds

comunmente relacionada con la formacién de biofilm [139].

1.3.1. Candida albicans

Candida albicans es un hongo pleomérfico que puede crecer en forma
de levadura o en forma filamentosa. Las células levaduriformes son
unicelulares y pueden ser cultivadas por debajo de 37°C. Las formas
filamentosas pueden ser pseudohifas o verdaderas hifas. La
morfologia de pseudohifa se asemeja a la levaduriforme, solo que las
células son mas alargadas, al dividirse permanecen unidas unas con
otras con constricciones en el septo, normalmente crecen formando un
patréon de ramificacion. Las formas filamentosas en hifas aparecen
cuando se cultiva C. albicans a 37°C, pH 7 y en suero o medios que

contengan factores de crecimiento, puesto que estas condiciones
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fisiologicas favorecen la expresion de las hifas [140]. C. albicans es un
comensal que se puede encontrar en la superficie de las mucosas de la
cavidad oral, tracto gastrointestinal y wurogenital, pero tiene la
habilidad de causar infecciones oportunistas en estas superficies.
Ciertas condiciones como una situacion de estrés, un sistema inmune
comprometido, o tratamientos prolongados con antimicrobianos que
pueden eliminar parte de la microbiota, propician la colonizacién e
invasiéon de estos tejidos por este microorganismo. Las infecciones
producidas por C. albicans se denominan “candidiasis”, y en su
mayoria estdn asociadas a la formacién de biofilm sobre superficies
biolégicas, biomateriales como proétesis, implantes o en dispositivos
médicos de uso permanente como catéteres. En los tltimos afios, un
aumento de candidiasis ha estado relacionado con un aumento en el
uso de una amplia gama de dispositivos médicos implantados [139].
Estos factores han contribuido a la emergencia de C. albicans como un
importante patégeno nosocomial, la candidiasis se encuentra entre las

infecciones nosocomiales mas comunes en hospitales de USA [141].
1.3.2. Desarrollo y caracteristicas del biofilm de C. albicans

1.3.2.1. Formacién y desarrollo del biofilm

La formacién y desarrollo del biofilm de C. albicans es un proceso que
incluye la adhesiéon a una superficie, colonizacién, produccién de
material polisacaridico, maduraciéon del biofilm y finalmente la

dispersiéon a partir de células levaduriformes que se liberan o

disgregan de las capas superficiales del biofilm (figura 1.8) [142, 143].
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Figura 1.8 Representaciéon esquematica de las fases en el desarrollo del biofilm de

C. albicans: adhesion, colonizacién, maduracién y dispersion.

La adhesion es un proceso vital para iniciar la colonizacién de una
superficie, tanto biolégica como inerte, y para llegar a establecer una
infeccién. El anclaje inicial estd mediado por factores no especificos
como la hidrofobicidad de una superficie o fuerzas electroestaticas, y
por factores especificos como la expresion de adhesinas que reconocen
proteinas de la matriz extracelular de las células del huésped,

proteinas presentes en el suero y en la saliva [144].

Una vez producida la adhesion se estimula la formacién del biofilm.
En la fase temprana (0-11h) de su desarrollo, las células
levaduriformes se empiezan a dividir formando pequefias colonias a
lo largo de la superficie. Durante la fase intermedia (12-30 h) se
produce la formacién de pseudohifas e hifas que conforman una
estructura que proporciona estabilidad al biofilm, nuevos puntos de
adhesion y proteccion para las células levaduriformes [145]. En esta
fase intermedia también se empieza a formar la matriz polimérica
extracelular, cuya produccién y cantidad aumenta durante la fase de
maduracién (31-72 h). La matriz extracelular estd compuesta hasta un

97% por agua, y el resto es material polimérico que consiste en
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proteinas, quitinas, DNA extracelular y carbohidratos £3-1,3 glucano
[146]. La matriz extracelular polimérica recubre el biofilm y puede
resultar impenetrable para los antifingicos y factores del sistema
inmune del huésped, ademads, confiere proteccion frente a

tratamientos fisicos que puedan alterar la integridad del biofilm [147].

1.3.2.2. Modelos de biofilm de C. albicans

La estructura y composicion de las biopeliculas formadas por
C. albicans, asi como también sus propiedades, se han podido estudiar
a partir de experimentos realizados tanto in vitro como in vivo, y
utilizando varias técnicas de microscopia para visualizar su
estructura. Inicialmente, Hawser & Douglas [148] describieron un
modelo de biofilm in vitro adherido a la superficie de pequefios discos
de catéteres y examinaron su arquitectura mediante microscopia
electronica de barrido y microscopia confocal. Posteriormente, han
sido utilizados una gran variedad de modelos de biofilm in vitro bajo
condiciones de crecimiento estdticas o en agitacién, y empleando
diversos sustratos como pueden ser diferentes tipos de pléstico, cubre-
objetos de vidrio, filtros cilindricos de celulosa, discos y dentaduras
de acrilico, placas de microtitulacién o frascos de cultivo celular [149-

154].

Los modelos de biofilm in vitro permiten incorporar numerosas
variables experimentales y determinar cémo puede afectar a la
adhesion, desarrollo, estructura y susceptibilidad del biofilm. Asi
mismo se ha observado que bajo condiciones de agitacion se

incrementa considerablemente la producciéon de matriz polimérica
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extracelular [155]. Otros factores como el tipo de sustratos utilizados
en los modelos de biofilm, la rugosidad de la superficie de estos
sustratos, la hidrofobicidad de los materiales, o la presencia de una
pelicula de proteinas del suero o de la saliva humana en las
superficies de los sustratos, se ha descrito que tienen un efecto
positivo sobre la adhesion inicial, formacion y estructura del biofilm
[156-160]. A partir de los modelos de biofilm in vitro se ha podido
investigar las propiedades del desarrollo de las biopeliculas, estudiar
la actividad metabdlica de las células que integran el biofilm, evaluar
la susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos o cuantificar la

formacion de biofilm [143, 147, 161-163].

No obstante, a pesar de las numerosas investigaciones realizadas con
modelos de biofilm in vitro, es dificil duplicar con exactitud la
multitud de variables ambientales experimentadas por el biofilm en el
huésped [164]. En los modelos de biofilm in vivo, en los que se estudia
el biofilm formado en catéteres implantados en el sistema venoso
central de animales, es posible tener en cuenta la relacién entre el
biofilm y el sistema inmune del huésped, asi como también las
condiciones de flujo del torrente sanguineo o la aportaciéon de
nutrientes; con el objetivo de llegar a una mejor comprensién del
proceso de infecciéon asociado a la formaciéon de biofilm en

dispositivos clinicos [165-168].
Las técnicas de microscopia han sido utilizadas extensamente por

numerosos grupos para estudiar la estructura y desarrollo del biofilm

de C. albicans [153, 154]. La microscopia electrénica de barrido
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(Scanning  Electron  Microscopy, SEM) proporciona imdgenes
tridimensionales de una elevada resolucion, mediante esta técnica se
ha podido observar que un biofilm maduro de C. albicans esta
compuesto tanto por células levaduriformes como formas
filamentosas, pseudohifas e hifas [147]. No obstante, a pesar de la
elevada resolucién de la técnica SEM, los biofilms deben someterse a
tratamientos de fijaciéon que alteran notablemente su morfologia y
estructura. La microscopia confocal laser de barrido (CLSM) permite
la visualizacién directa de biofilms vivos, pudiendo observar con més
detalle la matriz extracelular y cuantificar la produccién de biofilm
[169]. Mediante CLSM se ha caracterizado el biofilm de C. albicans
como una compleja estructura tridimensional que puede llegar a tener
un espesor de 50 a 350 um [170], formada por microcoldénias
integradas en una matriz extracelular, denominadas torres o
agrupaciones en forma de seta, conectadas entre si mediante canales

de agua que permiten la circulacién de nutrientes dentro del biofilm

[133].

1.3.2.3. Caracteristicas del crecimiento en biofilm de C. albicans

En las diferentes etapas de formacién y desarrollo del biofilm de
C. albicans tienen lugar varios procesos que juegan un papel
importante en la interacciéon célula-sustrato o adherencia entre células,
en el desarrollo de las hifas, quorum sensing, en la produccién de

matriz extracelular y en la resistencia a los antimicrobianos.

o Interacciéon célula-sustrato y célula-célula. La interacciéon al

sustrato y la adherencia entre las propias células de C. albicans son
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esenciales para la formacién, desarrollo y madurez del biofilm, asi
como también para mantener una relacién comensal con el
huésped o para establecer una infecciéon mediante la colonizacién
de las superficies de mucosas, biomateriales o implantes [140]. En
el proceso de adhesioén tanto a superficies bioldgicas como inertes,
estan implicados factores importantes como la morfogénesis de las
hifas, la hidrofobicidad de la superficie celular, y la presencia de
adhesinas de superficie y receptores [171]. Las adhesinas
codificadas por la familia de genes ALS se ha estudiado que
pueden facilitar la coagregacion entre las células levaduriformes y,
concretamente las proteinas Alsl y Als3 juegan un papel

importante en la formacién del biofilm [172-174].

Morfogénesis de las hifas. Como se ha comentado anteriormente,
C. albicans es capaz de crecer tanto en forma de células
levaduriformes como en forma filamentosa. Ha sido demostrado
que las hifas son elementos esenciales en la estructura del biofilm
en C. albicans, no tanto para su formacion, puesto que se han
descrito  biofilms  formados  dnicamente  por  células
levaduriformes, si no para mantener el desarrollo y la arquitectura
organizada de los biofilms maduros altamente estructurados [144,
149]. La capacidad de C. albicans de cambiar entre la forma
levaduriforme y la forma filamentosa se considera necesaria para
su virulencia. Las formas levaduriformes podrian facilitar la
diseminacién a través del sistema sanguineo, mientras que las

formas filamentosas podrian ser importantes en la colonizacién
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promoviendo la penetracién en tejidos durante las primeras fases

de la infeccién [175].

Quorum sensing. Los microorganismos que componen un biofilm
interactian entre ellos mediante la secrecion de moléculas de
sefalizaciéon, a esta via de sefalizacion célula-célula se le
denomina quorum sensing. El quorum sensing es fundamental
durante la formacion del biofilm, puesto que una comunicacién
entre las células permite controlar la competicion por los
nutrientes y prevenir un sobre crecimiento del biofilm [144, 176].
El fenémeno de quorum sensing fue descrito en eucariotas por
primera vez en C. albicans, Hornby et al. [177] fueron los primeros
en describir que este microorganismo produce farnesol como
molécula de sefalizaciéon y que inhibe la filamentaciéon. Cao et al.
[178], mediante andlisis de microarrays de cDNA, concluyeron
que el farnesol presenta un amplio efecto en mecanismos como el
desarrollo de hifas, hidrofobicidad de la superficie celular y en la
resistencia a antimicrobianos [144]. Una segunda molécula
implicada en quorum sensing aislada de C. albicans es tyrosol, que
promueve la formaciéon del tubo germinativo [179]. El tyrosol se
expresa tanto en células planctéonicas como en biofilm,
produciéndose en mayores cantidades en biofilm, concretamente

en las primeras fases del desarrollo [180].

Resistencia a antimicrobianos. Los microorganismos que crecen
formando biofilm, presentan una mayor resistencia a los

antimicrobianos que los que crecen en forma plancténica. No se
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conocen del todo los mecanismos de resistencia del biofilm de
C. albicans pero se sugiere que pueden estar implicados varios
factores como la compleja estructura y la elevada densidad de
células que forman el biofilm, la presencia de matriz extracelular
(limita la penetraciéon de antimicrobianos), el estado fisiol6gico de
las células, una tasa de crecimiento lenta, la limitacién de

nutrientes o la expresion de genes de resistencia [181-186].

1.3.3. C. albicans y mutantes CFEM

Se han sugerido varios factores en la virulencia de C. albicans, algunos
descritos anteriormente, como la presencia de adhesinas y receptores
para ligandos de células del huésped, producciéon de enzimas
hidroliticos extracelulares, formacién de hifas y la habilidad de crecer
formando biofilms [147, 175, 187, 188]. Todos estos factores estan
interrelacionados entre ellos puesto que la adhesién celular depende
de la hidrofobicidad de la superficie celular, de la presencia de
adhesinas, receptores y componentes de la superficie celular de
C. albicans implicados en la interaccion entre las células fangicas y las
células del huésped. A su vez, la adhesiéon contribuye a la
morfogénesis de las hifas, elementos importantes para mantener la
integridad estructural y la arquitectura tipica de los biofilms maduros.
En este contexto, se ha revelado la existencia en C. albicans de una
familia de proteinas unidas a la superficie que contienen un dominio
de 8 residuos de cisteina denominado Common in several Fungal
Extracelular Membrane (CFEM), que podrian actuar como receptores de
superficie celular, como transductores de sefiales, o como moléculas

de adhesién en las interacciones huésped-patégeno [189].
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Varios investigadores han tratado de caracterizar molecular y
funcionalmente los genes que codifican la sintesis de proteinas
pertenecientes a la familia que contiene el dominio CFEM,
particularmente PGA10, RBT5 y WAPI1, mediante la construccion de
mutantes sencillos, dobles y triples para dichos genes [190-192]. Pérez
et al. [190] sugirieron que las proteinas codificadas por estos genes
podrian estar implicadas en la formacién, desarrollo y/o en el
mantenimiento de la estructura del biofilm en C. albicans, tras
observar que el biofilm formado por estos mutantes era fragil y
aparecia en forma de pequenas peliculas débilmente adheridas al

sustrato.

La microscopia de fuerza atémica es una herramienta de gran utilidad
para observar la morfologia y la arquitectura del biofilm formado por
C. albicans, y los mutantes mencionados anteriormente, a nivel micro y
nano molecular, permitiendo estudiar las diferencias en la estructura
de cada biofilm, evaluar si la naturaleza de un sustrato influye en la
formacion de biopeliculas, y analizar tanto de forma cualitativa como
de forma cuantitativa la estructura de la superficie celular de

C. albicans.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido la puesta a punto de la
microscopia de fuerza atémica en el contexto de la investigaciéon que
se desarrolla en el grupo de Microbiologia de Bellvitge en cooperacion
con el departamento de odontoestomatologia. Los objetivos parciales

podrian enumerarse como sigue:

1. Caracterizar diferencias morfolégicas y de rugosidad entre las
superficies celulares de C. albicans y de sus mutantes CFEM mediante

microscopia de fuerza atémica.

2. Estudiar la formacién y la estructura de biofilms de C. albicans y de
sus mutantes CFEM adheridos a diferentes tipos de sustratos, y
posteriormente visualizar los biofilms formados mediante la

utilizacién del microscopio de fuerza atémica.

3. Comparar las eficiencias del laser Er,Cr:YSGG y del laser Diodo en
la inactivaciéon de microorganismos patégenos presuntamente agentes

etiologicos de las infecciones que conducen al fallo de la endodoncia.

4. Explorar la accién de la terapia fotodindmica en biofilms de
microorganismos mediante la utilizacién combinada de agentes

fotosensibilizadores con luz LED y un laser Diodo.
5. Visualizacién por microscopia de fuerza atémica de las superficies

microbianas después del tratamiento y comparacién con las de los

microorganismos no tratados.
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6. Realizar experimentos de espectroscopia de fuerza, utilizando
nanopuntas funcionalizadas para medir las fuerzas de adhesién de los
microorganismos a diferentes tipos de sustratos, y la interaccion

célula-célula en biofilms microbianos

Obviamente la eleccién de estos objetivos no es fortuita sino que esta

en relacion con el resto de la investigacién del grupo.
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Material y Métodos

3.1. Cepas microbianas

Las caracteristicas de las especies fingicas y bacterianas utilizadas en

este trabajo se describen en la tabla 3.1.

CEPA DESCRIPCION

REFERENCIA

CAI4-URA3  Control

Pérez et al. 2006 [190]

CAN1 Mutacién gen PGA10 Pérez et al. 2006 [190]
Weissman & Kortnitzer 2004
KC100 Mutacion genes PGA10y RBT5
[192]
KC171 Mutacién genes PGA10, RBT5 Weissman & Kortnitzer 2004
y WAP1 [192]
E. faecalis Control ATCC 29212

Tabla 3.1 Cepas levaduriformes y bacterianas

3.2. Medios de cultivo

3.2.1. Caldo YPD

YPD es un medio enriquecido que contiene todas las sales minerales,

vitaminas y carbohidratos necesarios para el crecimiento

mantenimiento de levaduras.

Composiciéon en g/1:
Extracto de levadura
Peptona

Glucosa

10.0
20.0
20.0

y
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Preparacién: Todos los componentes se disolvieron en 1 litro de agua

destilada y se ajust6 el pH a 6.5 + 0.2 a 25°C. Posteriormente, se

esterilizo en el autoclave durante 20 minutos a 121°C.

3.2.2. Agar YNB

YNB es un medio minimo utilizado para el crecimiento de las cepas

transformantes de C. albicans.

Composiciéon en g/1:

Base de nitrégeno para levaduras sin

aminoacidos ni sulfato de amonio 1.7
Sulfato de amonio 5.0
Glucosa 20.0
Agar 15.0

La preparacion del medio se realizé de la siguiente manera:

48

Se disolvieron 1.7 g de la base de nitrégeno sin aminoacidos ni
sulfato de amonio en 100 ml de agua destilada y se calent6 hasta
su completa disolucién. La esterilizacion se realizé por filtraciéon
(0.22 pm) y se conservoé a 2°C hasta la preparacion del medio final.
El resto de componentes se disolvieron en 900 ml de agua
destilada, y se llevaron a ebullicién. Seguidamente, se esteriliz6 en
el autoclave durante 20 minutos a 121°C.

Posteriormente, se dejo enfriar a 45-50°C y se afadi6
asépticamente los 100 ml de la base de nitrégeno sin aminoécidos
ni sulfato de amonio, preparada previamente.

Finalmente, el medio fue distribuido en placas de Petri estériles.
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3.2.3. Caldo de triptona y soja (TSB)

Medio de cultivo altamente nutritivo para el desarrollo de bacterias
tanto aerobias, como anaerobias y hongos. Debido a la inclusién tanto
de la triptona como de la peptona de soja, el medio favorece un buen
crecimiento de muchos microorganismos exigentes, sin la necesidad
de afadir ningtn otro componente (por ejemplo suero). Casa

comercial: Scharlab.

Composiciéon en g/1:

Triptona 17.0
Peptona de Soja 3.0
Cloruro de Sodio 5.0
Fosfato di-potésico 2.5
Glucosa 2.5

Preparacién: Se disolvieron 30 g en 1 litro de agua destilada y se
ajusté el pH a 7.3 + 0.2 a 25°C. Posteriormente, se esterilizé en el

autoclave durante 20 minutos a 121°C.

3.2.4. Agar de triptona y soja (TSA)

Medio soélido equivalente al TSB pero carente de glucosa y fosfato,
utilizado para el crecimiento en placa de los microorganismos y para

su conservacion a corto plazo. Casa comercial: Scharlab.

Composicion en g/I:
Triptona 15.0
Peptona de Soja 5.0
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Cloruro de Sodio 5.0
Agar 15.0

Preparacion: Se disolvieron 40 g en 1 litro de agua destilada y se llevo
a ebullicién. Seguidamente, se ajustd el pH a 7.3 £ 0.2 a 25°C y se
esteriliz6 en el autoclave durante 20 minutos a 121°C. Posteriormente,

el medio de cultivo fue distribuido en placas de Petri estériles.

3.2.5. Medio RPMI-1640 con L-Glutamina sin bicarbonato sédico,
tamponado con HEPES 25 mM

Medio rico que contiene los factores necesarios para el crecimiento de
un gran namero de células humanas. En este trabajo, el medio RPMI-

1640 fue utilizado para la formacién de biofilm de C. albicans.

La preparacion de este medio se realizé de la siguiente manera:

o Se disolvieron 16.4 g en 800 ml de agua destilada.

o Posteriormente, se ajust6 el pH a 7.2 £ 0.2 a 25°C con hidréxido de
sodio 1 N y se acab6 de enrasar a 1 litro de volumen final.

o La esterilizaciéon del medio se realiz6 por filtracién (0.22 pm).

o Finalmente, fueron distribuidos 100 ml en frascos y se conservaron

a 2°C en la oscuridad.

3.2.6. Medio de conservacion

Medio utilizado para la conservaciéon a largo plazo mediante

congelacion de las cepas fuangicas y bacterianas estudiadas. Su
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composiciéon es YPD para las cepas fungicas o TSB para las cepas

bacterianas, y glicerol al 20% (v/v).

Para conservar los microorganismos, se siguié el siguiente

procedimiento:

o Se parti6 de 5 ml de un cultivo en TSB incubado durante 18 horas
a37°C.

o A continuacién, se centrifugé 1 ml en tubos Eppendorfs a 8.000 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

o El sedimento se resuspendi6 en 1 ml de medio de conservacion.

o Se guardaron los tubos Eppendorfs a -80°C hasta su utilizacion.

Si se parte de un cultivo en medio sélido, el crecimiento de la placa se
resuspende en 1 ml de medio de conservacién y se procede de la
misma manera.

3.3. Soluciones utilizadas

3.3.1. Tampoén fosfato salino (PBS) pH 7.4

Se utiliz6 como soluciéon amortiguadora de pH en el lavado y

mantenimiento de los microorganismos. Se preparé una solucion

stock a una concentraciéon diez veces superior a la de utilizacion.
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Composicion de la solucion de PBS X 10 en g/1:

NaCl 80.0
KcCl 2.0
Na,HPO, 14.2
KHoPO4 2.7

Preparacién: Se disolvieron todos los componentes en 1 litro de agua
destilada y se ajust6 el pH a 7.4 + 0.2. Posteriormente, se esterilizé en

el autoclave durante 20 minutos a 121°C.

3.3.2. Tampo6n de adhesion de saliva

Tampoén utilizado para el recubrimiento con saliva de los sustratos

utilizados en los experimentos de espectroscopia de fuerza.

Composicion para un volumen final de 1 litro:

KC10.5M 100 ml
CaCl, 0.5 M 2 ml
KPi 0.5 M 4ml
pH 6.8

Preparaciéon: La saliva liofilizada fue disuelta en el tampén de

adhesion a una concentraciéon de 1.5 g/1.

3.3.3. Solucién de poli-L-lisina al 0.01 %

Los polimeros de poli-lisina son ampliamente utilizados en cultivos

celulares para preparar la superficie de sustratos con el fin de

favorecer la fijaciéon celular. Se prepar6 una solucién stock de
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poli-L-lisina de 1 mg/ml (0.1%) y se conservé a -20°C. Al inicio de
cada experimento, se preparé la solucién a una concentracion final de
0.1 mg/ml (0.01%) diluyendo la concentraciéon stock con agua

destilada.

3.4. Visualizacion de muestras biolégicas por microscopia de fuerza

atémica

Todas las observaciones hechas por microscopia de fuerza atémica de
las diferentes muestras y los analisis de rugosidad fueron realizados
mediante un microscopio XE-70 SPM (Park Systems, Corea del Sur)
situado en la Unidad de Microbiologia del Campus de Bellvitge de la

Universidad de Barcelona (figura 3.1).

|~

Figura 3.1 Sistema del microscopio de fuerza atémica XE-70 SPM.

53



Material y Métodos

3.4.1. El microscopio de fuerza atémica XE-70 SPM

El microscopio de fuerza atémica utilizado (XE-70 SPM) consta de

diferentes partes, las cuales se describen a continuacion:

> Sistema Optico. La parte optica del microscopio XE-70 SPM esta
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formada por un objetivo 10X y la cdmara CCD. Permite poder

enfocar la luz laser sobre el cantilever, observar la muestra a unos

500 aumentos, y situar el cantilever sobre la zona de la muestra que

estemos interesados en visualizar.

Cabezal. El cabezal del microscopio XE-70 SPM es la parte que

interactda con la muestra y obtiene las medidas. A su vez, esta

formado por:

o

o

o

Escéner piezoeléctrico Z. Controla los movimientos verticales
de la nanopunta. En el microscopio XE-70 SPM, el escaner
piezoeléctrico Z estd completamente separado del escaner
piezoeléctrico X-Y, que controla los movimientos de la
muestra, lo que permite que la nanopunta pueda reseguir con
precision la topografia de la muestra a un ritmo mas rapido.
Sonda. La sonda es un componente que se acopla justo debajo
del escéner piezoeléctrico Z, y es donde se coloca el cantilever.
Sistema de deteccion 6ptico de la desviacion del cantilever. Este
sistema esta formado por el emisor de la luz laser, un prisma,
dos espejos y el PSPD. A través de este sistema, cualquier
movimiento de torsién o desviacién del cantilever producira
cambios en la intensidad de la luz laser reflejada en el PSPD y

serdn detectados por el microscopio.
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» Platina. Es la parte del microscopio donde se coloca la muestra.

> Escaner piezoeléctrico X-Y. Controla los movimientos horizontales
de la muestra durante el rastreo del area de la superficie deseada.
Los movimientos de los escéaneres piezoeléctricos X-Y y Z estan
combinados para obtener una imagen tridimensional y asi poder

estudiar con mayor precision la topografia de la muestra.

Junto con estos componentes descritos que son caracteristicos del
microscopio XE-70 SPM, existe el sistema de control, de vital
importancia para el funcionamiento del microscopio y comtn a todos
los microscopios de fuerza atémica. El sistema de control esta
formado por la controladora electrénica y el programa informatico. La
controladora electronica se encarga de conectar el microscopio de
fuerza atémica con el programa informatico, y de procesar las sefales
que se envian de manera bidireccional entre los dos componentes.

Todas las visualizaciones obtenidas mediante el microscopio de fuerza
atomica XE-70 SPM fueron realizadas en aire y en el modo de

operacion de no-contacto.

3.5. Experimentos de espectroscopia de fuerza

Todas las mediciones de las fuerzas de adhesion realizadas mediante
la técnica de AFM de espectroscopia de fuerza fueron obtenidas
utilizando el equipo Dimension 3100 SPM (Nanoscope IIIA; Digital
Instruments, NY, USA) situado en el Department of Biomedical

Engineering, University Medical Center Groningen (figura 3.2).
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Figura 3.2 Sistema del microscopio de fuerza atémica Dimension 3100 SPM.

3.5.1. El microscopio de fuerza atémica Dimension 3100 SPM

El equipo Dimension 3100 SPM consta de todos los componentes

comunes en los microscopios de fuerza atémica:

> Cabezal. Parte que interactta con la muestra y obtiene las
medidas. En el cabezal estdn integrados diversos elementos:

o Escaner piezoeléctrico. Este tubo piezoeléctrico permite los
movimientos de la nanopunta que, en el caso del microscopio
de fuerza atémica Dimension 3100 SPM, se realizan en los tres
planos del espacio.

o Sistema de deteccién 6ptico de la deteccion del cantilever.

o Sonda. Contiene el cantilever, y se coloca justo debajo del
escaner piezoeléctrico.

> Sistema 6ptico. La parte 6ptica que permite localizar la zona de la
muestra que se desea rastrear.
> Platina. La muestra se coloca sobre la platina y queda fijada por

efecto vacio.
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» Sistema de control. Formado por las controladoras Nanoscope Illa

y Dimension 3100, y el programa informatico.

Los experimentos de espectroscopia de fuerza elaborados con el
microscopio de fuerza atémica Dimension 3100 SPM fueron

realizados en medio liquido y en el modo de operacién de contacto.

3.6. Productos de microscopia de fuerza atomica

3.6.1. Sustratos para muestras

Los sustratos para muestras utilizados con el fin de poder
visualizarlas mediante microscopia de fuerza atémica se indican a

continuacion:

o Discos de mica de grado V-4, mineral de tipo moscovita cortado
en forma de discos para colocar las muestras de suspensiones
celulares y biofilm. Fueron adquiridos a Spi Supplies (USA), las
formas y dimensiones de los discos utilizados fueron: discos

cuadrados de 15x15 mm y discos redondos de 15 mm de diametro.

o Cubreobjetos Thermanox™, con una superficie de poliéster
modificada para que sea hidréfila y asi facilitar la adherencia
celular, utilizados para la formacién de biofilm. Fueron adquiridos
a Thermo Fischer Scientific Inc. (MA, USA), los cubreobjetos

utilizados fueron de 13 mm de didmetro.

57



Material y Métodos

o

Piezas dentales, para el estudio de formacién de biofilm sobre
esmalte. Cedidos por la Clinica Odontolégica del Campus

Universitario de Bellvitge, Universidad de Barcelona.

Discos de hidroxiapatita, mineral de fosfato de calcio cristalino
que compone el esmalte dental, utilizados para el estudio de
fuerzas de adhesion. Fueron adquiridos a Clarkson
Chromatography Products Inc. (USA), los discos utilizados fueron

de 7 mm de didmetro.

3.6.2. Cantilevers y puntas

3.6.2.1. Cantilevers y puntas Modo no-contacto

Los cantilevers y puntas ACTA fueron adquiridos a Applied

nanostrusctures (CA, USA), y utilizados para la visualizacién de

superficies celulares y biofilm. Los cantilevers estan recubiertos por

una fina capa de aluminio en la cara opuesta a la punta, para

incrementar la calidad de la luz laser reflejada. Las propiedades de las

puntas y cantilevers ACTA se resumen en las tablas 3.2 y 3.3,

respectivamente.
PROPIEDADES
Punta Material Silicio
Forma Piramidal
Altura (um) 14-16
Radio curvatura apice (nm) <10
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PROPIEDADES
Cantilever Material Silicio
Forma Rectangular

Largo (um) 125

Ancho (pm) 30

Grosor (um) 4

Constante eldstica (N/m) 37
Frecuencia de resonancia (kHz) 300

Tabla 3.3 Propiedades de los cantilevers ACTA.

3.6.2.2. Cantilevers y puntas Espectroscopia de fuerza

Los cantilevers y puntas NP fueron adquiridos a Bruker (MA, USA), y
utilizados para medir fuerzas de adhesion. Cada chip contiene cuatro
cantilevers con recubrimiento de oro para incrementar la reflexién de
la luz laser. Las propiedades de las puntas y de cada uno de los

cantilevers se resumen en las tablas 3.4 y 3.5, respectivamente.

Propiedades
Punta Material Nitruro de silicio
Forma Piramidal
Altura (um) 2,5-8,0
Radio curvatura apice (nm) 20

Tabla 3.4 Propiedades de las puntas NP.
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Propiedades
A B C D
Cantilever Material Nitruro de silicio
Forma Triangular

Largo (um) 120 205 120 205

Ancho (pm) 25 40 20 25

Grosor (um) 0,6 0,6 0,6 0,6
Constante elastica (N/m) 0,35 0,12 0,24 0,06

Frecuencia de resonancia (kHz) 65 23 56 18

Tabla 3.5 Propiedades de los cantilevers NP.

3.6.2.3. Cantilevers para la preparacion de sondas celulares

Los cantilevers NP-O fueron adquiridos a Bruker (MA, USA), y
utilizados para la preparacion de las sondas celulares y las medidas
de fuerzas de adhesion. Este tipo de cantilevers presentan las mismas
propiedades que los cantilevers NP, pero carecen de nanopunta. De
este modo, al inmovilizar las células microbianas al cantilever, éstas

adquieren la funcién de punta.
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3.7. Visualizacién de la superficie celular de las cepas de C. albicans

por microscopia de fuerza atémica

Las visualizaciones de la superficie celular de las diferentes cepas de

C. albicans se realizaron a partir de cultivos crecidos en medio liquido

YPD.

3.7.1. Crecimiento en medio liquido YPD y preparacion de las

muestras para microscopia de fuerza atémica.

o Las levaduras fueron incubadas en 5 ml de medio liquido YPD a
30°C durante 18 horas en un incubador Aerotron (Infors HT,
Switzerland) en agitacion a 150 rpm.

o Tras la incubacién, se centrifugaron 1 ml de cada cultivo a 7000
rpm durante 10 min utilizando una centrifuga Hermle modelo Z
230 MA y se resuspendieron en agua destilada estéril.

o Una gota de 10 pl de cada suspension celular fue depositada sobre
discos de mica de grado-V4.

o Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente y en una
atmosfera libre de polvo para su posterior visualizacién mediante

el microscopio de fuerza atémica XE-70.

3.7.2. Condiciones y parametros de visualizacién por microscopia de

fuerza atémica.

Las condiciones y parametros para una correcta visualizacion de las
superficies celulares de las cepas de C. albicans utilizadas en este

estudio, se describen a continuacién:
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o Todas las visualizaciones se realizaron en seco y a temperatura
ambiente.

o Elmodo de operacién fue el modo de no-contacto.

o Los cantilevers utilizados fueron rectangulares de silicio y puntas
ACTA. Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.6.2.1.

o Lavelocidad de rastreo vari6 entre 0,3 Hz y 0,5 Hz.

o Por cada cepa se escogieron al azar 10 células y el area escaneada
fue de 36 um?, suficiente como para obtener una imagen de toda la

célula.

3.7.3. Estudio de la rugosidad de la superficie celular de las cepas de

C. albicans.

La observacion de las imagenes obtenidas y el anélisis de la rugosidad
de la superficie celular, se realizaron utilizando los parametros del
software XEI version 1.8.0. A partir de las iméagenes de 36 pm?2
obtenidas, se calcul6 la rugosidad media (R,;) de un area central de 4

um? para cada célula.

3.7.4. Anélisis estadisticos.

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software R i386 version
3.0.3. Los datos de rugosidad fueron analizados mediante el test de
Kruskal-Wallis. En el caso de existir diferencias significativas entre las
cepas, se realizaron comparaciones por parejas (6 parejas) con el test
de Mann-Whitney U ajustando el p-valor con la correccion de
Bonferroni. Aquellos p-valores inferiores a 0.008 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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3.8. Estudio de la formacién y estructura del biofilm formado por las

cepas de C. albicans

Para la formacién de biofilm de las cepas de C. albicans se sigui6 el

procedimiento descrito por Ramage et al. [162].

Para cada cepa, a partir de un cultivo de 48 horas en placas de
medio YNB agar, se inocularon 5 ml de medio liquido YPD

Todos los cultivos se incubaron a 30°C durante 18 horas en un
incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) en agitaciéon a 150
rpm.

Tras incubacién, las células levaduriformes se centrifugaron a 7000
rpm durante 3 min utilizando una centrifuga Hermle modelo Z
230 MA y se lavaron tres veces con solucién fosfato salina (PBS),
pH7.4.

Seguidamente, se resuspendieron en 1 ml de medio liquido RPMI-

1640 (Sigma, USA).

Estas suspensiones celulares se utilizaron para testar la formacién de

biofilm en diferentes sustratos y siguiendo diversos métodos.

3.8.1. Biofilm sobre poliestireno

o

A partir de las suspensiones celulares se inocularon a una
concentracion de 106 ufc/ml frascos de cultivo celular estériles
(Thermo Fischer Scientific Inc, MA, USA) que contenian 75 ml de
medio liquido RPMI-1640.
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Seguidamente, se incubaron a 37°C durante 48 horas en un
incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) bajo una agitacion
suave (60 rpm).

Una vez formado el biofilm, se recogié una parte con la ayuda de
unas cell scrapers (Sarstedt AG & Co., Alemania) y se depositaron
sobre discos de mica de grado-V4.

Los biofilms se dejaron secar a temperatura ambiente en una

atmosfera libre de polvo.

3.8.2. Biofilm sobre esmalte
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Las piezas dentales fueron lavadas, colocadas en frascos de vidrio
y esterilizadas en el autoclave a 121°C durante 20 minutos.

En condiciones estériles, se repartieron 5 ml de medio liquido
RPMI-1640 en cada frasco de vidrio que contenian las piezas
dentales.

A partir de las suspensiones celulares se inocularon las piezas
dentales a una concentracién de 106 ufc/ml.

Seguidamente, se incubaron a 37°C durante 48 horas en un
incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) en agitaciéon suave
(60 rpm).

Una vez formado el biofilm sobre la superficie del esmalte, las
piezas dentales fueron sacadas de los frascos de vidrio y colocadas
en placas de Petri.

Los biofilms se dejaron secar a temperatura ambiente en una
atmosfera libre de polvo para su posterior visualizacion mediante

el microscopio de fuerza atémica XE-70.
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3.8.3. Preparacion de las muestras para microscopia de fuerza

atomica

Biofilms sobre poliestireno

La preparacion para visualizar los biofilms obtenidos sobre
poliestireno en frascos de cultivo celular estériles, mediante

microscopia de fuerza atémica, se realizé de la siguiente manera:

Previamente, mediante una cinta adhesiva, se deslaminan los

[e]

discos de mica de grado-V4 para dejar la superficie limpia y lista
para una nueva muestra.

o Una vez secados los biofilms sobre los discos de mica, se coloca
una cinta adhesiva de doble cara en el lado opuesto a la muestra.

o Sobre un disco metélico se adhiere el disco de mica con ayuda de
la cinta adhesiva de doble cara.

o Finalmente, se fija el disco metalico a la platina del microscopio de

fuerza atémica XE-70 SPM mediante magnetismo.

Biofilms sobre esmalte

Por otro lado, la preparacién de los biofilms formados sobre piezas
dentales para su visualizacién mediante microscopia de fuerza
atémica resulta mas sencilla. Una vez secados los biofilms, se colocan
cada una de las piezas dentales sobre un disco metdlico, con la ayuda
de una cinta adhesiva de doble cara. Seguidamente, se coloca el disco
metélico con la muestra sobre la platina del microscopio de fuerza

atomica XE-70 SPM.
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3.8.4. Condiciones y parametros de visualizacién por microscopia de

fuerza atémica

Las condiciones y pardmetros para una correcta visualizaciéon de los
biofilms formados por cada una de las cepas de C. albicans y sustratos

utilizados en este estudio, se describen a continuacion:

o Todas las visualizaciones se realizaron en seco y a temperatura
ambiente.

o Elmodo de operacién fue el modo de no-contacto.

o Los cantilevers utilizados fueron rectangulares de silicio y puntas
ACTA. Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.6.2.1.

o Lavelocidad de rastreo fue de 0,3-0,5 Hz.

o Por cada cepa se rastrearon tres areas de 900 pm? de la superficie
de los biofilms formados, tanto sobre poliestireno como sobre
esmalte.

o Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el software

XEI version 1.8.0. (Park Systems, Corea del Sur).

3.9. Analisis de la rugosidad del biofilm de C. albicans y sus
mutantes CFEM

Con el fin de estudiar la influencia del tipo de sustrato sobre la
formacion y estructura de biofilm de las cepas utilizadas de
C. albicans, se realiz6 un analisis de la rugosidad de superficie de
biofilms formados sobre cubreobjetos de Thermanox™ vy sobre

esmalte mediante microscopia de fuerza atémica.
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3.9.1. Biofilm sobre esmalte

Los biofilms utilizados en este estudio fueron los obtenidos en el
apartado 3.8, en el cual también se describe la preparacién de estas

muestras para microscopia de fuerza atémica.

3.9.2. Biofilm sobre Thermanox™

Para la obtenciéon de biofilms formados sobre cubreobjetos de

Thermanox™ se sigui6 el protocolo descrito a continuacion:

o En condiciones asépticas se colocan los cubreobjetos de
Thermanox™ de 13 mm de didmetro en placas de cultivo de 24
pocillos que se utilizardn para los experimentos.

o A partir de las suspensiones levaduriformes obtenidas siguiendo
el mismo procedimiento que se describe en el apartado 3.8, se
inocularon a una concentracion de 106 ufc/ml las placas de cultivo
de 24 pocillos que contenian 2 ml de medio liquido RPMI-1640 y
un cubreobjetos de Thermanox™ por pocillo.

o Seguidamente, se incubaron a 37°C durante 48 horas en un
incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) en agitaciéon suave
(60 rpm).

o Una vez formado el biofilm, se lavaron con agua destilada estéril
para eliminar restos de medio y se dejaron secar a temperatura

ambiente en una atmosfera libre de polvo.
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3.9.3. Preparacion de las muestras para microscopia de fuerza

atomica.

Una vez secados los biofilms, se coloca una cinta adhesiva de
doble cara en los cubreobjetos de Thermanox™, en el lado opuesto
a la muestra.

Sobre un disco metdlico se adhiere el cubreobjetos de
Thermanox™.

Seguidamente, se fija el disco metalico a la platina del microscopio

de fuerza atémica XE-70 SPM mediante magnetismo.

3.9.4. Condiciones y parametros para el estudio de la rugosidad de

superficie mediante microscopia de fuerza atémica

68

El modo de operacién utilizado fue el modo de No-contacto, en
seco y a temperatura ambiente.

Los cantilevers utilizados fueron rectangulares de silicio y puntas
ACTA. Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.6.2.1.

La velocidad de rastreo vari6 entre 0,4 Hz y 0,7 Hz.

Se escanearon dreas de 900 um?2 de los biofilms de cada una de las
cepas utilizadas de C. albicans, formados tanto sobre esmalte como
sobre Thermanox™.

De los dos materiales utilizados, también fueron escaneadas areas
de 100 pm? para analizar la rugosidad de cada tipo de superficie.
El andlisis de la rugosidad de las superficies celulares y de los
materiales, se realizé utilizando los pardmetros del software XEI
versiéon 1.8.0. Se calculé la rugosidad media (R;) de cada area

escaneada.
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3.9.5. Analisis estadisticos

El anélisis estadistico se realiz6 utilizando el software R i386 version
3.0.3. La normalidad de los datos junto con la homogeneidad de la
varianza se determinoé con el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de
Levene. Seguidamente, se compararon todos los datos con el test Two-
way ANOVA (dos variable independientes, cepas y materiales). En el
caso de existir diferencias significativas se realizaron comparaciones
por parejas mediante el test post hoc de Tukey. Aquellos p-valores

inferiores a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

3.10. Estudio de la eficiencia del tratamiento con laser de

ER,CR:YSGG y con laser de Diodo

Con el fin de evaluar la eficacia del tratamiento endodéntico mediante
la utilizacién de la luz laser, se realiz6 un estudio in vitro en el cual se
trataron células de la cepa E. faecalis ATCC 29212 con el laser
Er,Cr:YSGG vy el laser Diodo, ambos utilizados ampliamente en el

tratamiento endodoéntico.

3.10.1. Laser de Er,Cr:YSGG

El sistema de laser Er,Cr:YSGG (Waterlase MD; Biolase Technology,
CA, USA) emite luz a una longitud de onda de 2.780 nm, en pulsos de
140 ps y 750 ps, y una tasa de repeticion de 10-50 Hz. La luz del laser
es transferida desde la fuente a la pieza de mano a través de una fibra

Optica. Las puntas utilizadas fueron puntas de fusilamiento radial
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(Waterlase MD Endolase RFT), de 25 mm de longitud y 200 um de
didmetro, disefiadas para tratamiento endodéntico. Para este estudio
se aplicaron potencias de 1 Wy 2 W a 20 Hz (impulsos/s), por lo que

la energia de pulso fue entre 50 mJ y 150 m)J.

3.10.2. Laser de Diodo (por calor)

El sistema de laser diodo (InGaAsP, Ezlase; Biolase Technology, CA,
USA) emite a una longitud de onda de 940 nm. Puede funcionar en
modo pulsado o continuo, y a una velocidad de repeticién de 0.06 ms
a 10 s. Las puntas utilizadas fueron puntas de endodoncia (EzTip
Endo), de 14 mm longitud y 200 um de diametro. Para este estudio se
aplicaron potencias de 1 W y 2 W en modo pulsado, con intervalos de

1.0 ms y una duracién del impulso de 1.0 ms.

3.10.3. Tratamiento con laser de Er,Cr:YSGG vy laser de Diodo de

suspensiones celulares de E. faecalis

o

En cada experimento, se partié6 de un tnico cultivo de E. faecalis

obtenido tras una incubacion overnight a 37°C en 10 ml de medio

liquido TSB.

o El cultivo se centrifugé a 7000 rpm durante 10 min utilizando una
centrifuga Hermle modelo Z 230 MA.

o Seguidamente, el sedimento fue resuspendido en agua destilada
estéril.

o A partir de esta suspensiéon bacteriana, se separaron varias

alicuotas de 100 ul en microtubos Eppendorf (PCR-02-A).
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o Las condiciones experimentales para cada tratamiento fueron las

siguientes:

— Alicuota control sin tratar.

— Irradiacion con ladser Er,Cr:YSGG durante 30 s a 1 W de
potencia

— Irradiaciéon con laser Er,Cr:YSGG durante 30 s a 2 W de
potencia.

— Irradiacién con laser Diodo durante 30 s a1 W de potencia.

— Irradiacién con laser Diodo durante 30 s a 2 W de potencia.

3.10.4. Visualizacién por microscopia de fuerza atémica

Una vez tratadas las diversas alicuotas celulares, se procedié a la
inmovilizaciéon de las células bacterianas y preparaciéon de las
muestras para su posterior visualizacién mediante microscopia de

fuerza atOmica.

3.10.4.1. Preparacion de las muestras para microscopia de fuerza

atomica

o Previamente, mediante una cinta adhesiva, se deslaminaron los
discos de mica de grado-V4 para dejar la superficie limpia y lista
para una nueva muestra.

o Se depositaron 10 pl de cada suspensién bacteriana tratada y no
tratada sobre los discos de mica.

o Seguidamente, las muestras se dejaron secar a temperatura

ambiente en una atmésfera libre de polvo.
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Una vez secas las preparaciones, se coloca una cinta adhesiva de
doble cara en los discos de mica, en el lado opuesto a la muestra.

Seguidamente, se adhiere el disco de mica sobre un disco metalico.
Finalmente, se fija el disco metdlico a la platina del microscopio de

fuerza atémica XE-70 SPM mediante magnetismo.

3.10.4.2. Condiciones y parametros de visualizacién por microscopia

de fuerza atomica

Todas las visualizaciones se realizaron en seco y a temperatura
ambiente.

El modo de operacion fue el modo de no-contacto.

Los cantilevers utilizados fueron rectangulares de silicio y puntas
ACTA. Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.6.2.1.

La velocidad de rastreo vari6 entre 0,3 Hz y 0,7 Hz.

En cada muestra se escanearon areas de 100 pm?2, 25 pm? y 6,25

um2,

3.10.5. Estudio de la rugosidad de superficie de E. faecalis tratados y

no tratados

La observacion de las imagenes obtenidas y el andlisis de la rugosidad

de la superficie celular, se realizaron utilizando los parametros del

software XEI version 1.8.0. Se calculé la rugosidad media (R,) de cada

area escaneada y para cada tratamiento.
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3.10.6. Analisis estadisticos

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software R i386 version
3.03. Los datos de rugosidad fueron transformados con la
transformacién de raiz cuadrada para que siguieran una distribucién
normal y presentaran homogeneidad de la varianza, que se
determinaron con el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Fligner-
Killeen. Seguidamente, se compararon todos los datos con el test One-
way ANOVA. En el caso de existir diferencias significativas se
realizaron comparaciones por parejas mediante el test post hoc de
Tukey. Aquellos p-valores inferiores a 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

3.11. Estudio de la eficiencia del tratamiento con terapia

fotodinamica

Para evaluar la eficiencia de la terapia fotodindmica en eliminar
microorganismos, como alternativa al tratamiento endodontico
convencional, se realizé un estudio in vitro en el cual se trataron
biofilms formados por la cepa E. faecalis ATCC 29212 con diferentes

tipos de luz y fotosensibilizadores.

3.11.1. Luz LED (Light-emitting-diode) y azul de toluidina O

La ldmpara de diodo emisor de luz FotoSan® (CMS Dental,
Copenhagen, Denmark) emite una luz en el espectro rojo con una

longitud de onda de 628 nm. El sistema LED FotoSan tiene una
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potencia de salida de 1000 mW con una intensidad de 2000 mW/cm?y
una densidad de energia de 20 J/cm? durante 10 s. El
fotosensibilizador activo utilizado fue el azul de toluidina O (TBO)
(FotoSan®; CMS Dental, Copenhagen, Denmark) a una concentracion

de 0,1 mg/ml con una baja viscosidad.

3.11.2. Laser de Diodo frio y azul de metileno

El equipo de laser de diodo Periowave™ (Ondine Biopharma,
Vancouver, Canada) emite a una longitud de onda de 670 nm. Cuenta
con una potencia de salida maxima de 140 mW y una densidad de
energia de 21 J/cm?. El fotosensibilizador utilizado fue el cloruro de
tetrametiltionina (azul de metileno, MB) (Periowave™ (Ondine
Biopharma, Vancouver, Canada) a una concentraciéon de 0.05 mg/ml,
suspendido en una solucion de tampén fosfato con

hidroximetilcelulosa como agente de viscosidad mucoadhesivo.

3.11.3. Preparacion del sustrato para la formacién de biofilm

Con el fin de favorecer la adhesion de las células bacterianas a la
superficie del sustrato y la formacién de biofilm, los cubreobjetos de
Thermanox™ fueron recubiertos por una pelicula de poli-L-lisina

siguiendo el protocolo descrito a continuacién:
o En condiciones asépticas se colocan los cubreobjetos de

Thermanox™ de 13 mm de didmetro en los pocillos de las placas

de cultivo de 24 pocillos que se utilizaran para los experimentos.
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A continuacién se colocan 200 ul de soluciéon de poli-L-lisina a la
concentracion de 0.1 mg/ml sobre cada cubreobjetos de
Thermanox™.

Se incuba durante 30 minutos a 37°C para crear la pelicula de poli-
L-lisina sobre la superficie de los sustratos.

Tras la incubacién, se aspira la soluciéon de poli-L-lisina y se
limpian las superficies un par de veces con agua destilada estéril,
agitando ligeramente entre lavados.

Dejar secar las superficies en condiciones asépticas durante 2

horas.

Una vez finalizado este protocolo, las superficies de los cubreobjetos

de Thermanox™ estan preparadas para la fijacién celular y formacion

de biofilm.

3.11.4. Formacién y obtencién de biofilms de E. faecalis

o

Para la formacién de biofilms se partié de un cultivo overnight de
20 ml de medio TSB incubado a 37°C en un incubador Aerotron
(Infors HT, Switzerland) en agitacién orbital a 250 rpm.
Seguidamente, se inocularon a una concentraciéon final de 106
célula/ml, placas de cultivo de 24 pocillos que contenian por
pocillo 2 ml de medio TSB y cubreobjetos de Thermanox™
recubiertos de poli-L-lisina.

Los biofilms se obtuvieron tras 24 horas de incubacién a 37°C en
un incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) en agitacion

suave (60 rpm).
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3.11.5. Tratamiento fotodindmico de los biofilms obtenidos de

E. faecalis

o Una vez formados los biofilms sobre la superficie de los

cubreobjetos de Thermanox™, se lavaron gentilmente con agua

destilada estéril con el fin de eliminar las células no adheridas.

o Seguidamente, se realizaron los tratamientos sobre los biofilms

con los diferentes tipos de luz y fotosensibilizadores. Las

condiciones experimentales fueron las siguientes:

Biofilms sin tratar utilizados como control.

Biofilms sensibilizados con azul de toluidina durante 1 min en
oscuridad.

Biofilms irradiados con LED durante 30 s.

Biofilms sensibilizados con azul de toluidina durante 1 min en
oscuridad e irradiado con luz LED durante 30 s.

Biofilms sensibilizados con azul de metileno durante 1 min en
oscuridad.

Biofilms irradiados con laser diodo durante 30 s.

Biofilms sensibilizados con azul de metileno durante 1 min en

oscuridad e irradiados con el laser diodo durante 30 s.

o Al finalizar los tratamientos, todos los biofilms se volvieron a

lavar gentilmente con agua destilada estéril para eliminar los

restos de las soluciones de fotosensibilizadores.

o Posteriormente, se dejaron secar a temperatura ambiente y en una

atmosfera libre de polvo.
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3.11.6. Visualizacién por microscopia de fuerza atomica

Una vez tratados los biofilms, se procedi6 a su inmovilizacion y
preparacién para su posterior visualizacién mediante microscopia de

fuerza atOmica.

3.11.6.1. Preparacion de las muestras para microscopia de fuerza

atomica

o Una vez secados los biofilms, se coloca una cinta adhesiva de
doble cara en los cubreobjetos de Thermanox™, en el lado opuesto
a la muestra.

o Seguidamente, sobre un disco metélico se adhiere el cubreobjetos
de Thermanox™.

o Finalmente, se fija el disco metalico a la platina del microscopio de

fuerza atémica XE-70 SPM mediante magnetismo.

3.11.6.2. Condiciones y parametros de visualizacién por microscopia

de fuerza atomica

o Todas las visualizaciones se realizaron en seco y a temperatura
ambiente.

o Elmodo de operacién fue el modo de no-contacto.

o Los cantilevers utilizados fueron rectangulares de silicio y puntas
ACTA. Sus caracteristicas se describen en el apartado 3.6.2.1.

o La velocidad de rastreo vari6 entre 0,3 Hz y 0,7 Hz.

o En cada muestra se escanearon areas de 100 pm?, 25 pm? y 6,25

um2,
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3.11.7. Estudio de la rugosidad de superficie de biofilms de

E. faecalis tratados y no tratados

La observacion de las imagenes obtenidas y el anélisis de la rugosidad
de la superficie celular de los biofilms, se realizaron utilizando los
pardmetros del software XEI version 1.8.0. Se calcul6 la rugosidad

media (R,) de cada area escaneada y para cada tratamiento.

3.11.8. Estudio de la viabilidad bacteriana en biofilms mediante

CLSM

El estudio de viabilidad bacteriana en los biofilms de E. faecalis
tratados se realizé6 mediante la tincion de fluorescencia LIVE/DEAD
BacLight Bacterial Viability kit y la posterior visualizaciéon por CLSM,
técnica que permite la obtencion de imégenes opticas de elevada

resolucioén.

3.11.8.1. Preparacion de las muestras

o Una vez formados los biofilms sobre la superficie de los
cubreobjetos de Thermanox™, se lavaron gentilmente con agua
destilada estéril con el fin de eliminar las células no adheridas.

o Seguidamente, se realizaron los tratamientos sobre los biofilms
con los diferentes tipos de luz y fotosensibilizadores.

o Al finalizar los tratamientos, todos los biofilms se volvieron a
lavar gentilmente con agua destilada estéril para eliminar los

restos de las soluciones de fotosensibilizadores.
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o

A continuacién, se incubaron los biofilms con la solucién de
tincion LIVE/DEAD BacLight viability kit (Molecular Probes Inc.)
durante 15 min en oscuridad. La solucién de tincién contiene en 1
ml de NaCl al 0.9% una mezcla de 1.5 pl de SYTO9 y 1.5 pl de
yoduro de propidio. SYTO9 penetra tanto en las bacterias con las
membranas intactas como en aquellas que tienen las membranas
dafiadas, mientras que el yoduro de propidio solo penetra en las
bacterias con las membranas dafiadas, provocando la reduccién de
SYTO9 cuando los dos colorantes estan presentes.

Transcurridos los 15 min de incubacion, los biofilms se volvieron a
lavar gentilmente con agua destilada estéril para eliminar los
restos de la solucién de tincién LIVE/DEAD®,

Finalmente, los discos de Thermanox™ se depositaron sobre un
portaobjetos, colocando una gota de aceite de montaje sobre los

biofilms y cubriéndolos con un cubreobjetos.

3.11.8.2. Condiciones y parametros de visualizaciéon por CLSM

o

Las imdagenes de los biofilms doblemente tefiidos fueron
adquiridas utilizando el CLSM Leica TCS-SL con detecciéon
espectral sin filtro (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).

El microscopio CLSM estéd equipado con un laser de argén 488 nm,
y laser He/Ne 543 nm y 633 nm (Centres Cientifics i Tecnologics
de Barcelona, Barcelona, Spain).

Los biofilms fueron observados utilizando un objetivo de

inmersion X63, de apertura numérica 1.4, y con zoom 1.
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o Las imagenes obtenidas tienen un tamafio de wvoxel de
0.23x0.23x0.4 pm y una resolucién de 1024x1024 pixels.

o El tamafio de pinhole se mantuvo al ajuste minimo (1.0-1.08 AU).

o La saturacion de las imagenes se evité mediante la reduccién de la
ganancia y el desplazamiento en la sefial mas brillante. Para cada

canal se llevé a cabo un rastreo secuencial.

3.11.8.3. Enumeracion de bacterias viables

Una vez obtenidas las imagenes de CLSM de los biofilms tratados, se
analizaron con el software Image] (National Institutes of Health,
Bethesda, Md, USA). Para cada imagen se realiz6 un threshold y se
aplicé una separacion de cuencas para poder diferenciar entre una o
dos células bacterianas. A partir del ntimero total de bacterias se
obtuvieron los porcentajes de bacterias viables y muertas tras cada

tratamiento.

3.11.9. Analisis estadisticos

El anélisis estadistico se realiz6 utilizando el software R 1386 version

3.0.3.

Los datos de rugosidad fueron transformados con la transformaciéon
de raiz cuadrada para que siguieran una distribucién normal y
presentaran homogeneidad de la varianza, que fueron determinados
con el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene.
Seguidamente, se compararon todos los datos con el test One-way

ANOVA. En el caso de existir diferencias significativas se realizaron
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comparaciones por parejas mediante el test post hoc de Tukey.
Aquellos p-valores inferiores a 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

En el caso de los porcentajes de bacterias vivas y muertas, al tratarse
de porcentajes, la transformacion que se aplicé para seguir una
distribuciéon normal fue la de arcoseno. Seguidamente, se analizaron
los datos estadisticamente con el test de Kolmogorov-Smirnov, test de
Levene y el test One-IWay ANOVA. Finalmente las comparaciones por
parejas se realizaron con el método post hoc de Tukey. Aquellos p-
valores inferiores a 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

3.12. Fuerzas de adhesion de C. albicans en Thermanox™ vy

hidroxiapatita

Para medir las fuerzas de adhesion del biofilm formado por cada una
de las cepas de C. albicans utilizadas a diferentes tipos de sustratos, se
utilizé la técnica de AFM denominada Espectroscopia de Fuerza.
Ademas, con el fin de estudiar como una superficie puede influenciar
en la adhesién celular y formacién del biofilm, los diferentes sustratos
se testaron con ausencia o presencia de un recubrimiento de saliva en

su superficie.
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3.12.1. Condiciones de crecimiento y formacién de biofilm

o

82

A partir de las suspensiones levaduriformes obtenidas siguiendo
el mismo procedimiento que se describe en el apartado 3.8, se
inocularon a una concentraciéon de 106 ufc/ml placas de cultivo de
12 pocillos que contenian 5 ml de medio liquido RPMI-1640 por
pocillo.

Seguidamente, se incubaron a 37°C durante 48 horas en un
incubador Aerotron (Infors HT, Switzerland) en agitacion suave
(60 rpm).

Una vez formado el biofilm, se aspir6 el medio mediante una
pipeta Pasteur de plastico estéril.

A continuaciéon, con la ayuda de una pipeta Pasteur y 1 ml de
solucion de PBS se disgregod el biofilm y se separé del fondo del
pocillo. El biofilm disgregado fue aspirado y transferido a un tubo
de centrifuga de 30 ml.

El paso anterior se repitié dos veces mads, para asegurar que se
recogi6 gran parte del biofilm.

Cada biofilm se centrifugé a 5000 g durante 5 minutos a 10°C, y se
lavaron dos veces con solucion de PBS.

Finalmente, se resuspendieron los biofilms en agua destilada
estéril para evitar cualquier interaccién entre las soluciones de PBS
y de poli-L-lisina. Inmediatamente, se utilizaron las suspensiones

de biofilm para la preparacién de las sondas celulares.
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3.12.2. Materiales y recubrimiento con saliva

Los materiales utilizados para evaluar las fuerzas de adhesion fueron
cubreobjetos de Thermanox™ vy discos de hidroxiapatita, descritos

anteriormente en el apartado 3.4.1.

Para el recubrimiento de las superficies de los materiales mencionados
anteriormente se utilizé saliva humana liofilizada, cuya recoleccién y
preparacion esta descrita por Mei et al. [48]. El procedimiento para el

recubrimiento con saliva se describe brevemente a continuacién:

o Al inicio de cada experimento, la saliva liofilizada fue disuelta en
tampoén de adhesion a una concentracion de 1.5 g/1 siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.3.2.

o Los cubreobjetos de Thermanox™ vy los discos de hidroxiapatita,
se sumergieron en 2 ml de saliva reconstituida en placas de cultivo
de 24 pocillos.

o Seguidamente, se incubaron a 4°C durante 16 horas sin agitacién,
para crear una pelicula de saliva sobre la superficie de cada
material.

o Tras incubacion, los materiales recubiertos con saliva se lavaron
con agua destilada estéril e inmediatamente fueron utilizados para

los experimentos de Espectroscopia de Fuerza.

3.12.3. Preparacion de las sondas celulares de AFM con C. albicans

La preparacion de las sondas celulares se realiz6 mediante un

micromanipulador (Leica, Wetzlar, Alemania) y se utilizaron
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cantilevers triangulares de nitruro de silicio NP-O, concretamente del
tipo C, cuyas caracteristicas se detallan en el apartado 3.6.2.2. Para la
obtencién de las sondas celulares, estos cantilevers carecen de
nanopunta, puesto que sera la célula microbiana la que adquirira esta
funcién. El procedimiento para la preparacién de las sondas celulares

fue el siguiente:

o El cantilever se sumergié en una gota de soluciéon de poli-L-lisina
durante 1 minuto, con el fin de cargar positivamente su superficie.

o A continuacién, se dej6é secar el cantilever en aire durante 2
minutos.

o Seguidamente, el cantilever fue sumergido durante 90 segundos en
una gota de biofilm resuspendido en agua destilada, para facilitar
la inmovilizacién en la superficie del cantilever de las células que
proviene del biofilm.

o Finalmente, el cantilever fue depositado sobre un trozo de papel
himedo para evitar su secado hasta la realizacion de los

experimentos de adhesién.

Todas las sondas celulares fueron preparadas antes de cada

experimento y utilizadas inmediatamente.

3.12.4. Condiciones y parametros para las medidas de fuerzas de

adhesion

Los experimentos de espectroscopia de fuerza fueron realizados a
20°C en soluciéon de PBS mediante el microscopio de fuerza atémica

Dimension 3100, siguiendo el procedimiento descrito a continuacién:
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Las medidas de fuerza se realizaron en modo de contacto, a una
velocidad de rastreo de 2 Hz, bajo una fuerza de carga del
cantilever de 10 nN.
Para cada sonda celular, material y presencia o ausencia de saliva,
se realizaron 10 medidas de fuerza en 3 puntos diferentes
escogidos al azar de cada superficie, donde los tiempos de
contacto fueron 0 s y 60 s.
Como resultado se generaron curvas de fuerza-distancia donde se
registraron los datos de desviacion del cantilever.
Mediante la ley de Hooke, cada desviacion del cantilever (d) es
transformada en valor de fuerza (nN), teniendo en cuenta la
constante elastica (k) de cada cantilever utilizado:

F=-kd
La constante elastica de cada cantilever fue determinada mediante
el método termal [193].
El software Nanoscope Analysis version 1.40 (Bruker) permiti6 el
andlisis de las curvas de fuerza-distancia resultantes y la obtencién

de los valores de las fuerzas de adhesion.

Para evitar contaminaciones, se prepar6 una sonda celular por cada

cepa, tipo de sustrato, y ausencia o presencia de saliva.

Con el fin de disponer de un control de que realmente se estaban

midiendo fuerzas de adhesion celular, se realizaron experimentos de

espectroscopia de fuerza para cada material y tipo de superficie

utilizando cantilevers y puntas NP, en ausencia de células microbianas.

Se realizaron 10 medidas de fuerza en 3 puntos diferentes escogidos al
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azar de cada superficie y tipo de material, donde el tiempo de
contacto fue de 0 s. El valor de las fuerzas obtenidas es el resultado de

la interaccién entre la nanopunta y el sustrato.

3.12.5. Estudio de la rugosidad de superficie de materiales

El microscopio de fuerza atémica Dimension 3100 también se utilizé
para determinar la rugosidad de superficie de los dos tipos de
materiales utilizados, en presencia o ausencia de saliva. Para ello se

realiz¢ el siguiente procedimiento:

o Las medidas de rugosidad se realizaron a 20°C en solucién de PBS,
modo de contacto y a una velocidad de rastreo de 1.5 Hz.

o Para cada material y tipo de superficie, se rastrearon tres dreas al
azar de 100 um?2.

o Se utilizaron los pardmetros del software Nanoscope Analysis
version 1.40 (Bruker) para realizar el andlisis de la rugosidad de
las superficies. Se calcul6 la rugosidad media (R;) de cada area

escaneada y para cada tipo de superficie.

3.12.6. Analisis estadisticos

El anélisis estadistico se realiz6 utilizando el software R 1386 version

3.0.3.

Los datos de fuerzas de adhesiéon fueron transformados con la
transformacion de raiz cuadrada para que siguieran una distribuciéon

normal y presentaran homogeneidad de la varianza, que se
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determinaron con el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene.
Seguidamente, se compararon todos los datos con el test Two-way
ANOVA (dos variables independientes, cepas y superficies). En el
caso de existir diferencias significativas se realizaron comparaciones
por parejas mediante el test post hoc de Tukey. Aquellos p-valores

inferiores a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Con el fin de comparar los datos de rugosidad obtenidos de las
superficies de los materiales, se aplic6 la transformaciéon de raiz
cuadrada para seguir una distribucion normal. Seguidamente, se
analizaron los datos estadisticamente con el test de Kolmogorov-
Smirnov, test de Levene y el test One-way ANOVA. Finalmente, las
comparaciones por parejas se realizaron con el método post hoc de
Tukey. Aquellos p-valores inferiores a 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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Resultados y Discusion

La microscopia de fuerza atémica permite estudiar las superficies de
materiales biolégicos a escala nanométrica y obtener imédgenes de
elevada resolucion de la topografia de la muestra. En este trabajo, con
el fin de estudiar la eficacia de distintos tipos de luz laser, cada vez
mas ampliamente utilizados en el tratamiento endodéntico, y evaluar
el efecto de la terapia fotodindmica en la eliminaciéon de
microorganismos, la microscopia de fuerza atémica ha resultado de
gran utilidad en la observaciéon y evaluacion de las lesiones
producidas en la superficie externa celular de E. faecalis cuando las
bacterias, en distintas condiciones, fueron tratadas en modos distintos.
Ello se consiguié mediante la combinacién de datos procedentes de la
visualizaciéon de cambios en la morfologia celular y del analisis de la
rugosidad de superficie. Por otro lado, la utilizaciéon de esta poderosa
técnica ha permitido observar, caracterizar y explorar tanto la
superficie celular de distintas cepas de C. albicans, como la estructura
del biofilm que forman. De este modo, se han desarrollado diversos
estudios en los que se ha evaluado la rugosidad de superficie,
parametro que nos ayuda a caracterizar una superficie; se ha
observado la formacién, estructura y complejidad de los diferentes
biofilms obtenidos; explorado la influencia de diferentes tipos de
sustrato en la formacion de biofilms; y analizado las fuerzas de
adhesion de las distintas cepas de C. albicans utilizadas ante diversos

sustratos mediante las técnicas de AFM y de espectroscopia de fuerza.
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4.1. Estudio de la eficiencia del tratamiento con laser ER,CR:YSGG y

con laser Diodo

En este apartado, se ha pretendido comparar la eficiencia de los
laseres de Er,Cr:YSGG y de Diodo evaluando los dafios infligidos a las
bacterias tratadas mediante microscopia de fuerza atdémica,
permitiendo la visualizacion de lesiones superficiales y cambios en la
morfologia celular producidos en E. faecalis tras la exposicién a la luz
laser. Ambos sistemas de luz laser se utilizan en medicina oral y
dermatologia para fines quirdrgicos y por sus propiedades
antimicrobianas. En 2010 se demostré que Er,Cr:YSGG podria ser ttil
en la odontologia para la desinfeccion de los conductos radiculares
experimentalmente colonizados [194]. Por otra parte, la radiacion laser
de diodo da resultados similares, por lo que también es ttil para los

mismos fines [195].

Las técnicas de microscopia han sido utilizadas en odontologia para
caracterizar las superficies del esmalte, dentina y demas superficies de
materiales odontoldgicos, visualizar los tibulos dentinarios, asi como
también para analizar cuantitativamente los cambios morfoldgicos en
estas superficies después de realizar un tratamiento. La microscopia
electréonica de barrido (SEM) ha permitido examinar la dentina, la
visualizacién de conductos radiculares colonizados por E. faecalis,
evaluar el efecto de varios tipos de laser sobre las superficies de la raiz
y del esmalte, y también el estudio del efecto bactericida de los
tratamientos con laser [196-200]. Mediante la técnica de microscopia
confocal laser de barrido (CLSM), varios investigadores han podido

analizar la superficie del esmalte y de la dentina después de tratar
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estas superficies con laser [201, 202]. La microscopia de fuerza atémica
ha sido introducida recientemente en odontologia como una
herramienta sensible y no destructiva, para caracterizar la superficie
de la dentina e investigar sus propiedades mecdanicas, asi como
también para visualizar las superficies de tejidos dentales tras ser

tratados con luz laser [203-205].

La técnica de AFM permite la visualizacion de las superficies
microbianas tanto en medio seco como en liquido. La visualizacién en
liquido resulta ser mds complicada desde el punto de vista
experimental, debido a la mala adhesion de las células microbianas al
sustrato. Durante el rastreo, las células poco adheridas se pueden
desprender e interactuar con la punta, dando un perfil que no
corresponde a la topografia de la muestra, lo que hace disminuir la
resoluciéon y la calidad de las imdagenes obtenidas [206]. Por el
contrario, la preparacién de muestras para la visualizacién en seco es
mas sencilla, ademas de que en este modo de obtencién de imagenes
se pueden apreciar con mayor resoluciéon la morfologia general y las
caracteristicas topograficas de las superficies de las células
microbianas, rasgos que no se distinguen en las visualizaciones en
medio liquido [207, 208]. En este estudio, las visualizaciones de AFM
fueron realizadas en seco, ya que este modo de obtencién de imagenes
es comunmente utilizado para evaluar cambios morfolégicos en las
superficies microbianas causadas por varios tratamientos [209, 210].
Para asegurarnos que el proceso de secado de las muestras no altera la

morfologia celular, las imégenes de E. faecalis sin tratar sirvieron
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también como control dado que no revelaron cambios morfolégicos ni

incrementos en los valores de nanorugosidad de superficie.

En la figura 4.1 se muestran las imagenes de topografia y amplitud
obtenidas mediante AFM, después de tratar E. faecalis con laser de
Er,Cr:YSGG a1l W y 2 W de potencia. Las imagenes de topografia nos
proporcionaron informacién acerca de las diferencias en la superficie
y la estructura de las células bacterianas, mientras que las imagenes
de amplitud permitieron una mejor observaciéon de ciertas
caracteristicas y rasgos finos de las superficies [211]. Como se puede
observar en la figura 4.1, tanto la morfologia como la superficie celular
resultaron alteradas después del tratamiento con laser. Las imdgenes
de topografia de 100 pm? de tamano de rastreo, fueron adquiridas con
el fin de obtener una visién general de la muestra y asi poder localizar
la zona a analizar, en estas imdgenes no es posible distinguir
alteraciones en las superficies bacterianas. En las imdgenes de
amplitud de 25 pm? y 6,25 pm?2 de tamafo de rastreo, se pueden
observar con mayor detalle las alteraciones en la morfologia celular y
distorsiones en las superficies bacterianas. Las células no tratadas de
E. faecalis aparecen con la morfologia tipica de cocos (Fig. 4.1a). Por el
contrario, después del tratamiento con laser de Er,Cr:YSGG a 1 W
(Fig. 4.1b) y 2 W de potencia (Fig. 4.1c) se observaron cambios en la
morfologia de la superficie y signos de lisis celular, como por ejemplo
estrias en la superficie celular, destruccion de la pared bacteriana y
pérdida de la tipica morfologia cocoide. Ademads, también se puede
observar pérdida del contenido intracitoplasmatico en las células

tratadas a 2 W de potencia (Fig. 4.1c), lo que indica que el efecto es
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dependiente de la dosis, es decir que el laser de Er,Cr:YSGG a 2 W

provoca mas dafos a las células bacterianas que a 1 W de potencia.

Figura 4.1 Imagenes de AFM de E. faecalis sin tratar (a), tras tratamiento con laser
Er,Cr:YSGG a 1W (b) y a 2W de potencia (c). La primera columna corresponde a las
imagenes de topografia, mientras que las otras dos columnas corresponden a las
imagenes de amplitud. Las estrias son representadas por asteriscos, la destruccion de
la pared bacteriana o pérdida de la morfologia celular tipica estan indicadas mediante
flechas, y las fugas de contenido intracelular estan representadas por tridngulos.
Tamafo de rastreo 100 pm?, 25 pm? y 6.25 pm?, respectivamente.

Por otra parte, las imagenes obtenidas por AFM de células de

E. faecalis tratadas con laser de diodo a 1 W y 2 W de potencia se
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muestran en la figura 4.2. En las imagenes de AFM se pueden
observar la apariciéon de estrias en la superficie celular, pérdida de
contenido intracitoplasmatico y pérdida de la morfologia tipica de
E. faecalis, como resultado de ambos tratamientos. Visualizando
mediante AFM la superficie de las células tratadas a un tamafio de
rastreo mas pequefio (6,25 pm?), se pueden apreciar claramente
algunas vesiculas y perturbaciones a lo largo de la superficie de las
células bacterianas que probablemente constituyen otro signo de lisis
bacteriana. Las imagenes de AFM muestran que el laser de diodo
puede causar severos dafos a E. faecalis, tanto a 1 W (Fig. 4.2a) como a

2 W (Fig. 4.2b) de potencia.

Figura 4.2 Iméagenes de AFM de E. faecalis tras tratamiento con laser de diodoa 1 W
(@) y a 2 W de potencia (b). La primera columna corresponde a las imagenes de
topografia, mientras que las otras dos columnas corresponden a las imégenes de
amplitud. Las estrias y la pérdida de la morfologia celular tipica estdn representadas
por asteriscos, las vesiculas se indican mediante flechas, y las perturbaciones de la
forma celular estdn representadas por tridngulos. Tamafio de rastreo 100 pm2, 25 um?2
y 6.25 pm?, respectivamente.
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Analizando y observando las imagenes adquiridas mediante AFM de
suspensiones celulares tratadas de E. faecalis, se hizo evidente que
ambos tipos de laser causan dafios severos en la superficie de este
microorganismo, cambios en la morfologia celular afectando al
tamafio y la forma de la célula, y ademads, se pudieron observar
diversos signos de lisis celular. Lee et al. [200], mediante SEM,
observaron cambios morfolégicos en Streptococcus mutans tras un
tratamiento con laser de diodo a varias potencias. Los danos severos
en las células bacterianas se relacionaron con altas potencias de
irradiacion; las imagenes obtenidas mediante SEM revelaron cambios
en las bacterias tratadas tales como la pérdida de sus bandas de pared,
desintegracion y fusién de células, y formacion de poros en la pared

celular.

Un pardmetro relevante para caracterizar la morfologia de una
superficie es la determinacion de la rugosidad de superficie (R.), que
representa la rugosidad media aritmética [212]. Las medidas de
rugosidad se realizaron utilizando los parametros proporcionados por
el software XEI version 1.8.0 a partir de las imégenes de topografia de
AFM obtenidas previamente, para cada tamafio de rastreo (100 pm?2,
25 pm? y 6,25 pm?). En la figura 4.3 se representan los valores de la
rugosidad de superficie (R;) de E. faecalis sin tratar, y tras el
tratamiento con Er,Cr:YSGG y con diodo, ambos a 1 W y 2 W de
potencia. Una alteracién drastica en la forma de las células, la lisis
celular y la pérdida de contenido intracelular provocan un cambio en
la rugosidad de la superficie de la muestra que puede ser detectado

por AFM. De este modo, con los datos obtenidos, se puede observar
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que la rugosidad de superficie aumenta en gran medida después del

tratamiento con laser.
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0
Ef CONTROL Ef ERCR 1W Ef ERCR 2W Ef DIODE 1W | Ef DIODE 2W
H100 pm?2 64.647 71.214 111.891 91.689 57.210
B 25um2 53.800 46.424 96.696 60.952 52.373
6.25 um2 41.394 41.714 92.795 35.634 48.990

Figura 4.3 Representaciéon grafica de la rugosidad de superficie (R,), segun los
tamafios de rastreo, los tipos de fuente de luz laser y las potencias utilizadas. Los
valores obtenidos se muestran en la tabla, y las barras representan los valores del
error estandar del promedio.

Al tratar de correlacionar las imagenes de AFM obtenidas y los datos
de rugosidad superficial con el efecto de los tratamientos sobre
E. faecalis, el laser de Er,Cr:YSGG a 2 W de potencia provocé unas
alteraciones morfolégicas en las células bacterianas que fueron mas
evidentes. Concretamente, cuando se comparan todas las imagenes de
amplitud de AFM de 25 pm? y 6,25 pm?, se pueden observar cambios
notables en la superficie y morfologia celular de E. faecalis tratado con
Er,Cr:YSGG a 2 W, asi como también signos indicativos de lisis
celular. Ademas, en comparacién con los otros tratamientos realizados
en este estudio, los datos de rugosidad de superficie obtenidos tras la

irradiacién con Er,Cr:YSGG a 2 W fueron los mas elevados, siendo
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mas remarcada esta diferencia analizando la rugosidad en las

imagenes de AFM de 6,25 pm? de tamafio de rastreo.

Las diferencias entre el tratamiento con Er,Cr:YSGG a 2 W de potencia
y el resto de los tratamientos ensayados fueron evidentes (p-valor <
0.05), lo que sugiere que podria ser el tratamiento mas eficaz para
eliminar y erradicar microorganismos. Los efectos producidos por los
tratamientos con Er, Cr: YSGG a1 W, laser de diodoa1W y a2 W de
potencia, fueron casi idénticos a nivel de modificaciones inducidas en
la superficie y forma celular, y en lo que respecta a variaciones en la
rugosidad de superficie. Los p-valores obtenidos de Ilas

comparaciones por parejas se muestran en la tabla 4.1.

CONTROL ERCR 1TW ERCR 2W DIODE 1W
CONTROL -
ERCR 1TW 09%
ERCR 2W 0.029 0.023 -
DIODE 1W 0.986 0.995 0.007 -
DIODE 2W 0.993 0.983 0.038 0.857

Tabla 4.1 Mualtiples comparaciones de los datos de rugosidad obtenidos,
correspondientes a las imagenes de AFM de 6,25 pm? de tamafio de rastreo. Los p-
valores estadisticamente significativos se muestran en cursiva.

Los sistemas de laser utilizados en este estudio tienen el mismo efecto
fototérmico a pesar de que difieren en la interacciéon con el tejido
diana. Er,Cr:YSGG es absorbido por el agua, mientras que la
absorcion del laser de diodo por agua resulta ser casi nula. Ademés, el
agua se vaporiza debido a un efecto fototérmico y la expansion del

vapor de agua genera un efecto fotomecanico que podria eliminar la
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capa residual en la superficie de la dentina, y también podria
perturbar las bacterias de las zonas intratubulares [213]. Por el
contrario, el laser de diodo es poco absorbido por las estructuras
dentales, lo que facilita que el efecto térmico de la radiacién se
transmita en profundidad a través de la dentina con una baja
interacciéon con esta, permitiendo un mayor efecto fotodestructivo
sobre los microorganismos presentes en areas mas inaccesibles de la
red tubular [214]. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron
que Er,Cr:YSGG fue maés eficiente en provocar dafios y lesiones en
bacterias que el laser de diodo, a pesar de que varios estudios han
reportado que el laser de diodo presenta un mayor efecto bactericida
[104, 113]. Una posible explicacion para un mejor efecto de
Er,Cr:YSGG obtenido en este estudio podria estar relacionada con el
hecho de que todos los experimentos se llevaron a cabo con
suspensiones bacterianas, el alto contenido en agua pudo haber
favorecido la eficacia del laser de Er,Cr:YSGG. Otro hecho que ha
podido afectar al efecto del laser de diodo es que fue utilizado en
modo pulsado y no en modo continuo, puesto que es el modo
utilizado mas comtnmente por los odontélogos para evitar dafios en

los tejidos que pudieran deberse a incrementos de la temperatura.

Para evaluar el efecto antimicrobiano de los sistemas de laser, la
mayorfa de los autores han disefiado estrategias de colonizaciéon
experimental de canales radiculares, seguido de la recuperacion de
microorganismos después del tratamiento y la enumeracién de células
bacterianas viables. En todos los casos, el cultivo de microorganismos

para enumerar supervivientes se realiza en medios bacteriol6gicos
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ricos tales como agar sangre [215]. La gran variedad de nutrientes que
contiene el medio de agar sangre favorece el crecimiento de la
mayoria de las bacterias, lo que facilita la reaparicion de ciertas
lesiones que no son suficientes para inducir la muerte celular. Sin
embargo, las condiciones de crecimiento, disponibilidad de
nutrientes, y caracteristicas ambientales en el interior del canal
radicular son mucho mads desfavorables para el -crecimiento
microbiano. Por lo tanto, la enumeracién de bacterias viables en un
medio artificial puede subestimar el efecto antibacteriano real del
laser, puesto que, hasta cierto punto, las células bacterianas con un
dafio moderado pueden llegar a reparar las lesiones inducidas por el
tratamiento y multiplicarse, hecho que probablemente nunca va a
suceder en un canal radicular. En este estudio, hemos sido capaces de
visualizar lesiones superficiales en E. faecalis mediante AFM justo
después del tratamiento y realizar un estudio comparativo de la
rugosidad de la superficie microbiana. Nuestros resultados
concuerdan con estudios anteriores, en los que la eficacia de
Er,Cr:YSGG contra E. faecalis en conductos radiculares se evalud
mediante el cultivo y enumeracién de células viables. Wang et al. [109]
mostraron que la reduccion de E. faecalis en conductos radiculares
después del tratamiento con Er,Cr:YSGG a1 W y 2 W de potencia fue
del 77 % y del 96 %, respectivamente. A su vez, estos resultados
también concuerdan con Yavari et al. [199], quienes demostraron que
Er,Cr:YSGG a potencia de 2 y 3 W era capaz de reducir el nimero de
bacterias en un 97,6 y 98,47 %, respectivamente. Arnabat et al. [196]
también determinaron la eficiencia del tratamiento con Er,Cr:YSGG a

2 W de potencia en la eliminacién de bacterias en canales radiculares
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infectados experimentalmente. De acuerdo con la literatura, el laser de
Er,Cr:YSGG a una elevada potencia ha mostrado un importante efecto

bactericida frente a E. faecalis.

4.2. Estudio de la eficiencia del tratamiento con terapia fotodinamica

Los microorganismos implicados en varias infecciones orales se
organizan formando parte de biopeliculas, también denominadas
biofilm. En el modo de crecimiento en biofilm, los microorganismos
estan bien adheridos a una superficie y se encuentran envueltos en
una matriz polimérica extracelular formada por polisacaridos, dcidos
nucleicos, proteinas, agua y restos de células. Esta matriz polimérica
confiere protecciéon frente al sistema inmune del huésped y, a
menudo, limita la penetracion de agentes antimicrobianos [133, 136].
Por lo que, debido a las caracteristicas y propiedades de los biofilms,
los tratamientos convencionales son a menudo ineficaces. La terapia
fotodindmica ha surgido como una posible alternativa para reducir el
biofilm oral, asi como también para contribuir a evitar o por lo menos
reducir las tasas de infeccion persistente. Por este motivo, es de gran
interés la realizaciéon de experimentos para estudiar la eficacia de la
PDT en la eliminacion de biopeliculas, erradicacion de células
persistentes y descontaminacién de superficies orales. En este estudio,
se utilizaron tres aproximaciones diferentes, AFM, CLSM vy
determinacion de la rugosidad de superficie, para estudiar la eficacia
de la PDT en la eliminacién de biofilms de E. faecalis formados sobre la

superficie de cubreobjetos de Thermanox™. E. faecalis esta presente
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comunmente en el sistema de conductos radiculares de los dientes,

donde su crecimiento formando biofilm ha sido documentado.

En el campo de la microbiologia, la técnica de AFM es una poderosa
herramienta que ofrece imégenes de alta resolucién y la preparacion
de muestras de sistemas microbiol6gicos es muy simple [10]. Ademas,
el AFM ha sido utilizado ampliamente para la visualizacién de células
microbianas individuales y biofilms microbianos, para estudiar
propiedades tales como la rugosidad de superficie, para evaluar los
efectos morfolégicos de tratamientos sobre los microorganismos, y
también para obtener informacién sobre los procesos celulares y las

interacciones entre los microorganismos [24, 208, 216-218].

El AFM ofrece la posibilidad de visualizar las superficies microbianas
tanto en seco como en liquido sin un pretratamiento complejo de la
muestra. A pesar de que es preferible visualizar las muestras
biolégicas bajo condiciones fisiolégicas, algunas estructuras y
caracteristicas morfolégicas tales como componentes de la matriz,
flagelos o biopeliculas, resultan dificil de ser visualizadas en liquido
[207, 208, 219, 220]. Una desventaja de la realizacion de experimentos
de AFM en liquido es la resolucién insatisfactoria de la imagen debido
a la mala adhesién de las células microbianas al sustrato; lo que
genera una vibracién o ruido durante el rastreo que compromete la
calidad de la imagen [206, 221]. Sin embargo, trabajar en soluciones
tampon es imprescindible para estudiar las propiedades mecanicas y
adhesivas de las células microbianas mediante la técnica de

espectroscopia de fuerza [10]. Por otro lado, la obtencién de imagenes
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de AFM en seco de muestras microbianas también esta bien
establecida [220, 222], la preparaciéon de la muestra resulta ser més
facil, y este modo de funcionamiento asegura la obtencion de
imagenes de elevada resolucion de las superficies celulares
microbianas [223, 224]. En este trabajo, los biofilms tratados y sin
tratar fueron secados previamente para realizar las visualizaciones de
AFM en aire, ya que este modo de obtencién de imagenes es utilizado
comunmente para evaluar los cambios morfolégicos en las superficies
microbianas causados por varios tratamientos [207, 209, 210, 224-227].
Las imagenes de las biopeliculas no tratadas revelaron una morfologia
normal, asi como también unos valores bajos de nanorugosidad,
sirviendo de apoyo al hecho de que las alteraciones morfolégicas y las
lesiones superficiales observadas en biofilms tratados fueron
producidas por PDT y no por el método utilizado de preparacion de

las muestras.

En la figura 4.4 se muestran las imagenes mas representativas
obtenidas por AFM de biofilms de E. faecalis tratados con diferentes
fuentes de luz y fotosensibilizadores. Al comparar las imagenes de
AFM de topografia en 3D, fue posible observar que la PDT produjo
alteraciones y lesiones morfolégicas drasticas en las células que
forman parte de los biofilms tratados. Por el contrario, en el biofilm
sin tratar de E. faecalis, las células mantienen, como es de esperar, la
forma tipica de coco (Fig. 4.4a). En las imagenes correspondientes a
los biofilms tratados con los fotosensibilizadores TBO y MB, de forma
separada, se puede observar que ninguno de los dos colorantes induce

alteraciones morfolégicas dignas de mencién (Fig. 4.4d, Fig. 4.4e), tan
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solo una pequefia proporciéon de células bacterianas presentan ligeros
cambios en la topografia celular, mientras el resto de bacterias que
conforman los biofilms muestran una apariencia bastante parecida a

las del biofilm sin tratar.

Figura 4.4 Imagenes de AFM de topografia en 3D de biofilm no tratado E. faecalis (a),
biofilm expuesto a LED durante 30 s (b) biofilm expuesto a laser de diodo durante 30
s (c), biofilm sensibilizado 1 min con TBO (d), biofilm sensibilizado 1 min con MB (e),
biofilm sensibilizado 1 min con TBO y expuesto a LED durante 30 s (f), y biofilm
sensibilizado 1 min con MB y expuesto a laser de diodo durante 30 s (g). Tamafio de
rastreo 25 pm?2.

103



Resultados y Discusion

Asimismo, también se observan ligeros cambios en la topografia de
las biopeliculas cuando se wutiliza la luz en ausencia de
fotosensibilizadores (Fig. 4.4b, 4.4c). Por el contrario, la morfologia y
la superficie de las células de los biofilms tratados con PDT muestran
perturbaciones muy aparentes. En las biopeliculas sensibilizadas con
azul de toluidina O y expuestas a LED (30 s) (Fig. 4.4f), se pudo
observar destruccién de la pared bacteriana, pérdida de la morfologia
tipica celular y fugas del contenido intracelular. Tales alteraciones
fueron también observadas en los biofilms sensibilizados con azul de
metileno y expuestos al laser de diodo (Fig. 4.4g), aunque en este caso

las lesiones fueron mucho maés evidentes.

Con el fin de cuantificar los cambios observados en las superficies de
biofilms bacterianos tratados y asi poder evaluar la eficacia de la PDT,
se analizé la rugosidad superficial (R;), pardmetro relevante para
caracterizar la morfologia de las superficies [212], mediante el
software XEI version 1.8.0 a partir de las imdgenes de topografia
obtenidas con tamafios de rastreo de 25 pm?2 y 6,25 pm2. Después de la
irradiacién, es posible que los fotosensibilizadores puedan causar
alteraciones en la integridad de la membrana y asi facilitar su
penetracion en la célula causando dafios a los componentes
citoplasmaéticos [228]. Un incremento en la rugosidad de superficie
puede sugerir dafios celulares tales como distorsiéon de la morfologia
celular, destrucciéon de la pared bacteriana y fuga de contenido

intracelular; perturbaciones ya observadas en las imagenes de AFM.
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Figura 4.5 Representacion grafica de la rugosidad de superficie (R,), de acuerdo con
los diferentes tratamientos y tamafos de rastreo. Las barras representan los valores
del error estandar del promedio. Los valores obtenidos se muestran en la tabla.

Los datos de la rugosidad de superficie representados en la figura 4.5
muestran valores mas elevados en las biopeliculas tratadas con PDT
utilizando conjuntamente azul de metileno y laser de diodo (p-valor <
0.05). Por el contrario, los valores de rugosidad obtenidos después de
los tratamientos con luz o fotosensibilizadores solos, fueron similares
a los obtenidos en los biofilms de E. faecalis no tratados (p-valor >
0.05). Los p-valores obtenidos de las comparaciones por parejas se
muestran en la tabla 4.2. Estos resultados sugieren que la combinacién
de azul de metileno con ldser de diodo como tratamiento
fotodindmico podria ser eficaz para destruir biopeliculas formadas

por E. faecalis.
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6.25 pm?2

CONTROL TBO MB LED LASER LED+TBO
TBO 0.993 -
MB 0.999 0.966 -—--
LED 0.999 0.965 1.000 -
LASER 1.000 0.997 0.999 0.999 -
LED+TBO 0.999 0.999 0.998 0.998 0.999 -
LASER+MB 0.010 0.074 0.019 0.019 0.024 0.056

25 um?

CONTROL TBO MB LED LASER LED+TBO
TBO 0.994 —
MB 0.999 0.995 -
LED 1.000 0.998 0.999 -
LASER 0.999 0.999 0.999 0.999 -
LED+TBO 0.966 0.999 0.975 0.987 0.999 -
LASER+MB 0.005 0.037 0.017 0.021 0.026 0.099

Tabla 4.2. Multiples comparaciones de los datos de rugosidad de superficie (R,)
obtenidos tras cada tratamiento, segtin el tamafio de rastreo de las imagenes de AFM
(6.25 pm? y 25 um?). Los p-valores estadisticamente significativos se indican en
cursiva.

Las imagenes de CLSM de los biofilms después de los tratamientos
PDT, asi como los datos de vida y muerte bacteriana obtenidos para
cada tratamiento ensayado, confirmaron los resultados de AFM. Por
CLSM fue posible diferenciar entre las bacterias con membranas
intactas (color verde) y con las membranas dafadas (color rojo y
también color naranja) [229]. Las imdagenes de CLSM mads

representativas de los biofilms no tratados y tratados con PDT se
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muestran en la figura 4.6. Observando el conjunto de imégenes donde
se combinan bacterias vivas y muertas, la mayoria de las bacterias que
forman parte del biofilm sin tratar estaban tefiidas de verde,
indicando una elevada viabilidad bacteriana (Fig. 4.6a). Por otro lado,
la presencia de bacterias tefiidas de rojo fue mayor en las biopeliculas
tratadas con LED mas TBO (Fig. 4.6b) y con ldser mas MB (Fig. 4.6¢),

lo que indica un aumento en el nimero de bacterias muertas.

Figura 4.6 Imédgenes de CLSM de biofilm no tratado de E. faecalis (a), biofilm tratado
con LED y TBO (b), y biofilm tratado con MB y laser (c). Columna izquierda: bacterias
viables (verde); columna central: bacterias muertas (rojo); columna derecha: bacterias
vivas y muertas. Barra de escala 10 um.
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Los porcentajes de bacterias vivas y muertas para cada tratamiento
estdn resumidos en la figura 4.7. Los datos obtenidos confirmaron un
alto porcentaje de bacterias muertas en las biopeliculas de E. faecalis
tratadas con las dos combinaciones de PDT. En el caso de los biofilms
tratados con LED en ausencia de fotosensibilizador,
aproximadamente el 25% de las bacterias estaban dafiadas,
presentando fluorescencia roja. Por otro lado, en el tratamiento con
laser en la ausencia del fotosensibilizador, y en los biofilms tratados
con cada uno de los fotosensibilizadores por separado, los resultados

fueron similares a los obtenidos en los biofilms no tratados.
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Figura 4.7 Representacion grafica de los porcentajes obtenidos de bacterias vivas y
muertas, de acuerdo con los diferentes tratamientos ensayados. Las barras indican el
error estdndar del promedio.

El analisis estadistico de los porcentajes mediante el método post hoc

de Tukey (tabla 4.3) confirm¢ diferencias significativas entre ambos
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tratamientos de PDT con el resto de tratamientos ensayados (p-valor <

0.05), resultados que concuerdan con las imagenes 6pticas de CLSM.

CONTROL TBO MB LED LASER LED+TBO
TBO 0.802 —
MB 0.916 0.999 -
LED 0.068 0.534 0.385 -
LASER 0.999 0.864 0.953 0.086 -
LED+TBO 0.000 0.002 0.001 0.048 0.000 -
LASER+MB 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000 0.973

Tabla 4.3. Mdltiples comparaciones de los porcentajes de bacterias vivas y muertas
obtenidos tras cada tratamiento. Los p-valores estadisticamente significativos se
indican en cursiva.

Varios investigadores han obtenido resultados similares a los nuestros
utilizando otras técnicas para visualizar dafios inducidos por PDT en
las superficies microbianas. Sahu et al. [210], utilizaron AFM para
visualizar alteraciones topograficas producidas por TBO mediante
tratamiento fotodindmico en Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. En
este estudio pudieron observar perturbaciones a nivel de la pared
bacteriana, formacién de burbujas que sugieren dafios en
componentes de la membrana, y un incremento en la rugosidad de la
superficie celular. Cheng et al. [230] evaluaron el efecto bactericida de
varias radiaciones con laser y terapia fotodindmica en conductos
radiculares infectados experimentalmente con E. faecalis. Mediante
SEM examinaron la morfologia de las células bacterianas antes y
después del tratamiento, y observaron que las células bacterianas que

permanecieron tras el tratamiento con PDT habian disminuido su
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tamafio adoptando un aspecto aspero y fracturado. Melo et al. [231]
examinaron mediante AFM los cambios producidos por PDT en la
forma y tamafio de Streptococcus mutans. Observaron que con terapia
fotodinamica utilizando conjuntamente TBO y LED se disminuia el

didmetro de las células de S. mutans.

Nuestros resultados demuestran el enfoque préctico de la técnica de
AFM para examinar alteraciones sustanciales en la superficie celular
de las biopeliculas de E. faecalis, inducidas después del tratamiento
mediante el uso conjunto de fotosensibilizadores y fuentes de luz.
Ademéds, las graves perturbaciones en biofilms de E. faecalis
producidas por PDT indican que podria ser utilizada para erradicar
las biopeliculas bacterianas. Sin embargo, son necesarias mas
investigaciones que incluyan técnicas de medicién complementarias
para explorar el efecto de la PDT en la integridad de las biopeliculas
microbianas, formadas por otras especies o comunidades microbianas

complejas.

4.3. Caracterizacion de la superficie celular de C. albicans y

mutantes CFEM

Las cepas de C. albicans utilizadas en este estudio presentaban
mutaciones por simple, doble o triple delecién en genes que codifican
para proteinas unidas a la superficie y que contienen un dominio
denominado CFEM. Las proteinas CFEM podrian actuar como
receptores de superficie celular, como transductores de senales, o

como moléculas de adhesién en las interacciones huésped-patégeno
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[189]. Con el fin de estudiar si la ausencia de la expresion de proteinas
CFEM, no solo puede afectar a la formacion y estructura del biofilm,
sino también a la morfologia de las células levaduriformes, fue
conveniente caracterizar la superficie celular de cada una de las cepas
de C. albicans utilizadas. Pérez et al. [232], visualizaron mediante AFM
las superficies celulares de cada cepa, aportando imagenes de alta
resolucion en las que se pudo observar que las cepas mutantes CFEM
presentaban una superficie celular mucho mas irregular que la cepa
control. En este trabajo, hemos caracterizado la morfologia y la
rugosidad de las superficies celulares mediante el analisis de la
rugosidad de superficie (R,), a partir de las imagenes de topografia

obtenidas por AFM en aire.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la visualizaciéon
por AFM en aire de muestras bioldgicas permite la observaciéon y el
estudio de caracteristicas y estructuras que pueden quedar poco
definidas cuando se realizan visualizaciones en medio liquido. A
pesar de que es preferible realizar experimentos de AFM con
microorganismos bajo condiciones fisiol6gicas, o en su estado nativo
de hidratacién, la visualizacion en medio liquido presenta ciertas
limitaciones. Por wun lado, la dificultad por mantener bien
inmovilizadas las células microbianas en el sustrato puede llegar a
comprometer la resoluciéon de la imagen; y por otro lado, las
visualizaciones en aire permiten la observaciéon de algunos detalles
morfolégicos que pasan desapercibidos en medio liquido [233]. Varias

investigaciones han demostrado que ni la superficie ni la morfologia

111



Resultados y Discusion

de las células microbianas sufren cambios apreciables debido al

secado [234-236].

La figura 4.8 muestra las imagenes de AFM de topografia y amplitud
mas representativas de la cepa control CAI4-URA3, el mutante simple
CANI1, el mutante doble KC100 y el mutante triple KC171. En estas
imagenes se puede observar una ligera alteracién en la morfologia de
las cepas mutantes CAN1 (Fig. 4.8b), KC100 (Fig. 4.8c) y KC171 (Fig.
4.8d) con respecto a la cepa control (Fig.4.8a).

Figura 4.8 Imagenes AFM de topografia y amplitud obtenidas de C. albicans CAI4 (a),
CANI1 (b), KC100 (c) y KC171 (d).

A partir de las imagenes de topografia se realiz6 un analisis de la
rugosidad de superficie (R;) de cada cepa en el estado levaduriforme
en un area central de 4 pm?, los promedios de rugosidad estan
representados en la figura 4.9. Para analizar los datos obtenidos se
compararon las cepas por parejas utilizando el método estadistico de

Mann-Whitney U (tabla 4.4).
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Figura 4.9 Representacién grafica de la rugosidad de superficie (R;) de las cepas
estudiadas de C. albicans. Las barras representan los valores del error estandar del

promedio.
CAI4-URA3 CAN1 KC100
CAI4-URA3 -
CAN1 0.123 -
KC100 0.912 0.075 -
KC171 0.001 0.043 0.000

Tabla 4.4 Multiples comparaciones de los datos de rugosidad de superficie de las
células levaduriformes (4 um?2). Los p-valores estadisticamente significativos se
indican en cursiva. Correccion de Bonferroni (p-valor = 0.008)

La caracterizaciéon de la superficie y el analisis de la rugosidad
determinaron que la cepa mutante KC171 difiere significativamente
tanto de la cepa control CAI4 como de la cepa mutante KC100 (p-valor
< 0.008). Por el contrario, las comparaciones entre las deméas cepas no
dieron diferencias significativas, como se puede observar en la tabla

4.4. Estos resultados pueden sugerir que el aspecto, la morfologia y la
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rugosidad de superficie de la cepa mutante KC171 podrian verse

afectados por la ausencia de expresion de proteinas CFEM.

4.4 Estudio de la formacion y estructura del biofilm formado por

C. albicans

Con el fin de poder estudiar la morfologia del biofilm formado por
C. albicans, asi como también poder observar si existen diferencias a
nivel de estructura y composiciéon del biofilm entre la cepa control y
las cepas mutantes CFEM utilizadas, se visualizaron los biofilms
formados en la superficie de frascos de cultivo tras 48 horas de
incubacién, tanto macroscOpicamente como microscépicamente

mediante AFM.

Figura 4.10 Biofilms formados en frascos de cultivo celular por la cepa control CAI4-
URA3 (a) y las cepas mutantes CFEM (b).

Como se puede observar en la figura 4.10, la cepa control CAI4-URA3

forma un biofilm compacto, uniforme y perfectamente adherido a la
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superficie de los frascos de cultivo. En cambio, tanto la cepa mutante
simple, doble, como triple, presentaron un biofilm débil, no adherido
a la superficie y por tanto formando pequenas peliculas que flotaban

en el medio de cultivo.

Figura 4.11 Imégenes de topografia en 3D obtenidas mediante AFM del biofilm
formado por la cepa control CAI4-URa3 (a), la cepa mutante simple CAN1 (b), doble
KC100 (c) y triple mutante KC171 (d). Tamafio de rastreo 900 pm?2.
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Una vez obtenidos los biofilms, con ayuda de cell scrapers, pequenas
muestras de cada biofilm se depositaron sobre ldminas de mica,
sustrato-base ampliamente utilizado para la visualizacién en AFM. En
la figura 4.11 se muestran las imégenes de topografia en 3D obtenidas
por AFM. En la composicién del biofilm formado por la cepa control
CAI4-URA3 aparecen tanto células levaduriformes como formas
filamentosas. Mientras que en las imagenes correspondientes a las
cepas mutantes CFEM tan solo se puede observar la presencia de

formas filamentosas.

En una etapa temprana de la formacién del biofilm en C. albicans, las
células levaduriformes se adhieren al sustrato y empiezan a dividirse,
y en la siguiente etapa es donde aparecen las formas filamentosas
(hifas y pseudohifas), las cuales estan implicadas en el mantenimiento,
estabilidad de la estructura y arquitectura del biofilm, representando
también nuevos puntos de anclaje para las células levaduriformes, y
asi permitir el progreso del crecimiento en biofilm [145]. En el caso de
las cepas mutantes CFEM, las pequenas peliculas que flotan en el
medio de cultivo son como agregados de formas filamentosas, se
desconoce si realmente estdan adheridas entre ellas constituyendo asi
esa estructura de pelicula, o simplemente son hifas que han quedado
agregadas entre si en el momento de su formacién. Las proteinas
CFEM se ha sugerido que podrian actuar como receptores de
superficie celular, transductores de sefiales, o como moléculas de
adhesion implicadas en la interaccion huésped-patégeno [189]. Puesto
que, como ha sido descrito, las proteinas CFEM podrian estar

implicadas en el mantenimiento de la estructura e integridad del
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biofilm de C. albicans [190], una posible explicaciéon podria ser que la
ausencia de expresién de estas proteinas afectara a la adhesion al
sustrato por parte de las células levaduriformes, desprendiéndose de
la superficie pero manteniéndose unidas entre ellas, y en el momento
en que se origina la formacién de las hifas quedan entrelazadas,
dando lugar a un biofilm desestructurado en pequefias peliculas que

se mantienen en suspension.

Es posible que la metodologia pudiera mejorarse procediendo a la
observacion de biofilms que no hubieran tenido que ser trasplantados

a la mica.

4.5 Influencia del sustrato en la formacion del biofilm en C. albicans

Debido a las limitaciones metodolégicas, mencionadas en el apartado
anterior, se propuso la utilizaciéon de otros materiales sobre los que
pudiera optimizarse la formacién de biofilm y que a su vez, sirvieran
de soporte para las visualizaciones en AFM. La metodologia
empleada en este trabajo de obtencién de biofilms formados sobre
cubreobjetos de Thermanox™ y piezas dentales, permiti¢ visualizar la
estructura intacta del biofilm formado por las distintas cepas de
C. albicans, y también estudiar si el sustrato influye en la formacién,

estructura y composicion del biofilm.

En las figuras 4.12 y 4.13 estdn expuestas las imdgenes mas
representativas obtenidas por AFM de los biofilms formados por las

cepas de C. albicans sobre cubreobjetos de Thermanox™ y el esmalte
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de piezas dentales. En ambas figuras, la primera columna corresponde
a las imégenes de topografia, o también denominadas de altura,
donde se pueden apreciar las diferencias en la topografia de la
muestra ya que en oscuro se indican las zonas mds profundas y en
claro las zonas mas elevadas de la topografia. En la segunda columna
se muestran las imagenes de amplitud, en las que quedan resaltados
los bordes o las pequenas diferencias que puede haber con respecto al
perfil topografico, dando un aspecto de imagen en relieve. Algunos
detalles finos de la topografia de la superficie o estructuras pequenas,
quedan mejor expuestos en este tipo de imdgenes de AFM. Y
finalmente, la tercera columna corresponde a las imagenes de fase,
aportan informacién sobre las propiedades mecénicas y viscoelasticas
de la muestra, permiten diferenciar u observar si en la muestra existen

diferentes tipos de materiales o componentes [16].

En estas imagenes podemos observar una composiciéon del biofilm
formado por cada cepa similar tanto en Thermanox™ como en
esmalte. Las diferencias residen en dos puntos. Por una parte, la cepa
mutante doble KC100 genera sobre Thermanox™ biofilms en los que
se observa una mayor presencia de células levaduriformes que en el
formado sobre esmalte. Por otra parte, si observamos el rango del eje
Z (que indica el grosor del area visualizada en concreto) los biofilms
formados sobre esmalte presentan un mayor grosor que los formados

sobre Thermanox™.
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Figura 4.12 Imagenes de topografia, amplitud y de fase obtenidas mediante AFM del
biofilm formado sobre Thermanox™ por la cepa control CAI4-URA3 (a), la cepa
mutante simple CAN1 (b), doble KC100 (c) y triple mutante KC171 (d). Tamafo de
rastreo 900 pm?2
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Figura 4.13 Imagenes de topografia, amplitud y de fase obtenidas mediante AFM del
biofilm formado sobre esmalte por la cepa control CAI4-URA3 (a), la cepa mutante
simple CAN1 (b), doble KC100 (c) y triple mutante KC171 (d). Tamafio de rastreo 900
pm?

Puede concluirse pues que en este caso la topografia, o la

composicién, o ambos parametros de la superficie de un sustrato
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juegan un papel determinante en el proceso de adhesion y de

formacion del biofilm [237, 238].

En este contexto, la rugosidad del sustrato resulta ser un factor clave
en la colonizacién microbiana, puesto que supone mds puntos de
contacto entre los microorganismos y la superficie, favoreciendo la
adhesion y la formacién del biofilm [239]. El esmalte presenta una
mayor rugosidad que el Thermanox™ (figura 4.14), esta caracteristica
ha podido influenciar tanto en la estructura, como en el grosor y
composiciéon del biofilm formado en su superficie; como hemos

podido observar en las imagenes de AFM.
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Figura 4.14 Imagenes de topografia en 3D obtenidas mediante AFM de la superficie
de Thermanox™ y del esmalte. El perfil topografico corresponde al perfil de la linea
trazada en cada imagen.

Una vez observada la estructura del biofilm formado por cada una de
las cepas sobre los diferentes materiales utilizados, se realizé un

analisis de la rugosidad de superficie (R.), con el fin de determinar con
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mayor profundidad las diferencias topogréficas que puedan existir
entre los biofilms formados por las cepas de C. albicans. La figura 4.15
muestra una representacion gréfica de los promedios de rugosidad de

superficie de los biofilms.
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Figura 4.15 Representacién grafica de la rugosidad de superficie (R;) del biofilm
formado por la cepa control y las cepas CFEM sobre Thermanox™ y esmalte. Las
barras representan los valores del error estandar del promedio.

Analizando tanto los valores de rugosidad como las imagenes
obtenidas de AFM, se puede apreciar que el sustrato o material sobre
el que se forma el biofilm puede afectar a su formacion, estructura y
composicion. En este caso, el esmalte presenta una mayor rugosidad
que el Thermanox™. Al analizar una superficie tan amplia, podria
decirse que los datos obtenidos de rugosidad del biofilm podrian
verse influenciados por la propia rugosidad del sustrato, dando una
rugosidad superior a la real. Si esto fuera asi, el biofilm formado por

la cepa control CAI4 deberia presentar un valor de nanorugosidad
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mucho més elevado en esmalte que en Thermanox™, puesto que la
rugosidad del esmalte influirfa en los valores de la rugosidad del
biofilm, de modo que la rugosidad medida estaria compuesta de la
rugosidad de la superficie y la de la biomasa del biofilm. En cambio,
los valores de nanorugosidad del biofilm formado por la cepa CAI4-
URA3 sobre esmalte y sobre Thermanox™ son muy similares, siendo
casi exactos. Este hecho descarta que la rugosidad propia del sustrato
se “sume” a la rugosidad del biofilm, y por consiguiente, los valores
obtenidos de rugosidad son propios del biofilm formado. Otro
aspecto que rechaza la idea que la rugosidad del sustrato se “sume” a
la rugosidad del biofilm, es que los datos de rugosidad de los biofilms
de las cepas mutantes CFEM formados sobre Thermanox™ son
menores a los obtenidos con la cepa control, en cambio, los formados
sobre esmalte presentan mayor rugosidad que la cepa control. Si la
rugosidad del sustrato “se sumase” a la del biofilm, no observariamos
diferencias entre los dos materiales cuando se trata de las cepas

mutantes CFEM.

Ciertas propiedades de la superficie de un sustrato como sus
propiedades quimicas, la rugosidad o la energia libre superficial,
favorecen una mayor adhesién de las células microbianas propiciando
la formacién del biofilm [240]. En este contexto, los cubreobjetos de
Thermanox™ presentan una influencia escasa sobre la formacion del
biofilm, puesto que se observan diferencias significativas entre los
valores de rugosidad de superficie de biofilm formado sobre los dos
materiales (p-valor < 0.001). Las cepas mutantes forman un biofilm

sobre Thermanox™ de menor grosor y menor rugosidad que el
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formado por la cepa control. En cambio, estas mismas cepas sobre
esmalte forman un biofilm mas rugoso y mas grueso que el biofilm de
la cepa control. El resultado de las comparaciones por parejas entre los
biofilms de cada cepa levaduriforme formados sobre los dos

materiales se muestra en la tabla 4.5.

CAI4 CAN1 KC100 KC171 CAI4 CAN1 KC100
THX THX THX THX ESM ESM ESM

CAH4
THX

CAN1 0808 -
THX

KC100 0.337 0986 -
THX

KC171 0.364 0.991 1.000 -
THX

CAI4 1.000 0.787 0.318 0344 -
ESM

CAN1 0.032 0.002 0.000 0.001 0.035 -
ESM

KC100 0.625 0.073 0.015 0.017 0.649 0556 -
ESM

KC171 0.035 0.003 0.001 0.001 0.038 0.999 0.475
ESM

Tabla 4.5 Multiples comparaciones de los datos de rugosidad de superficie de los
biofilms formados por las cepas de C. albicans utilizadas sobre Thermanox™ (THX) y

esmalte (ESM). Los p-valores estadisticamente significativos se indican en cursiva.

Analizando los materiales por separado, los valores de rugosidad de
los biofilms producidos por las cepas CFEM vy la cepa control no son
tan diferentes significativamente cuando se forman sobre
Thermanox™ (p-valor > 0.05), a pesar de obtenerse una menor
rugosidad en las cepas CFEM. En cambio, sobre hidroxiapatita, los

biofilms formados por las cepas mutantes CAN1 y KC171 presentan
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valores de rugosidad significativamente diferentes a los de la cepa
control (p-valor < 0.05), siendo mucho mas elevados. Entre los dos
materiales, de nuevo se hacen mds evidentes las diferencias de
rugosidad entre los biofilms formados por las cepas mutantes CAN1 y
KC171 con respecto a las otras dos cepas estudiadas (p-valor < 0.05 y

p-valor < 0.001, respectivamente).

Con los resultados obtenidos y de acuerdo con la literatura, se ha
podido observar que efectivamente tanto el tipo de sustrato como la
rugosidad de su superficie influyen en la formacién del biofilm [139,
241]. El biofilm obtenido sobre esmalte por las cepas mutantes CAN1
y KC171 es el que mas difiere al formado por la cepa. Y por otro lado,
estas mismas cepas presentan diferencias entre si a nivel de sustrato,
formando un biofilm con mucha mayor rugosidad y grosor sobre
esmalte. A pesar de que, previamente analizamos que estas cepas
mutantes formaban un biofilm débil y poco adherido a la superficie
de los frascos de cultivo (Fig. 4.10), se ha comprobado que tanto la
composiciéon como la rugosidad de superficie del biofilm difieren

significativamente cuando se forma sobre esmalte.

4.6. Fuerzas de adhesion del biofilm de C. albicans y mutantes

CFEM

C. albicans es un microorganismo capaz de adherirse a cualquier tipo
de superficie, ya sean tejidos o biomateriales. La adhesiéon a una
determinada superficie viene mediada por factores no especificos,

como serian la rugosidad de superficie, fuerzas electroestaticas, la
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hidrofobicidad de la superficie celular y la formacién de las hifas; y
también por factores especificos como el reconocimiento de ligandos
por receptores y adhesinas presentes en las superficies celulares.
Ademés, C. albicans es un microorganismo comensal de la cavidad
oral, donde se encuentra adherido a superficies continuamente
recubiertas de una pelicula de saliva. Esta pelicula puede estar
formada por varios componentes de la saliva como proteinas,
glicoproteinas o enzimas. Las caracteristicas fisicoquimicas de la
superficie del sustrato determinan el tipo de moléculas que son
adsorbidas y que conforman esta pelicula [242-245], la cual confiere
unas propiedades quimicas a dicha superficie que propician la
adhesion microbiana y la formaciéon de biofilm, puesto que aporta
ligandos que seran reconocidos por las adhesinas presentes en las

células microbianas [139, 171, 240].

En el presente estudio exploratorio se trat6 de estudiar la adhesion del
biofilm a una superficie mediante el uso de la técnica de
espectroscopia de fuerza. Debido a la elevada informacién que se
puede obtener a partir del uso de esta técnica, la espectroscopia de
fuerza nos permite analizar varios aspectos: examinar si existen
diferencias en la adhesiéon a un sustrato entre los biofilms formados
por las cepas utilizadas de C. albicans; evaluar si el tipo de sustrato
puede favorecer la adhesion de células microbianas, y por
consiguiente estar implicado en la formacion y estructura del biofilm;
asi como también nos permite estudiar si la presencia o ausencia de

saliva influye en las fuerzas de adhesion. Para todo ello se midieron
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las fuerzas de adhesion a dos materiales diferentes, Thermanox™ y

hidroxiapatita, con o sin recubrimiento de saliva en sus superficies.

Como resultado de la aplicacion de la espectroscopia de fuerza, se
obtuvieron curvas de fuerza-distancia en las cuales se registraron los
valores mas elevados de fuerzas de adhesién tras 0 s y 60 s de tiempo
de contacto. Variando el tiempo de contacto entre las células
microbianas y los sustratos, se pueden cuantificar las uniones que se
producen entre ambas partes y estudiar las propiedades de adhesion
[44]. La figura 4.16 muestra un ejemplo de las curvas de fuerza-
distancia de cada cepa para cada material utilizado, en ausencia y
presencia de una pelicula de saliva, tras 60 s de tiempo de contacto. En
la fase de retraccién de las curvas (color azul y naranja) es donde se
pueden extraer las diferencias entre las cepas, los materiales y el efecto
de la saliva. Las curvas de fuerza-distancia obtenidas tras 0 s de
tiempo de contacto apenas aportaron informacion puesto que no se
observaron fuerzas de adhesion (datos no representados). En la figura
417 se representan graficamente los promedios de los valores de

fuerzas de adhesion obtenidos.

Analizando los valores obtenidos para cada cepa utilizada de
C. albicans, la cepa mutante CAN1 es la que presenta una adhesion
mucho més débil a los dos tipos de materiales utilizados (p-valor <
0.05). Cuando se compara entre los dos tipos de materiales, se observa
un ligero aumento en las fuerzas de adhesién obtenidas sobre

hidroxiapatita en todas las cepas.
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Figura 4.16 Representaciéon de las curvas de fuerza-distancia obtenidas. Azul,
ausencia de saliva sobre los materiales. Naranja, presencia de saliva.
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En Thermanox™, la cepa control presenta valores de fuerzas de
adhesion maés elevados que las cepas mutantes. En cambio, sobre
hidroxiapatita, la adhesién es mayor en las cepas mutantes KC100 y

KC171 que en la cepa control.
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Figura 4.17 Representacion gréifica de los promedios de fuerzas de adhesion
obtenidos, por cada cepa de C. albicans, material y superficie utilizados. Las barras
indican el error estandar del promedio. (THX, Thermanox™; HAP, Hidroxiapatita)

Si evaluamos el efecto sobre las fuerzas de adhesion de las cepas
mutantes, de la presencia o ausencia de saliva en la superficie de los
dos materiales, las cepas CAN1 y KC171 presentan mayor adhesion
sobre Thermanox™ recubierto con saliva; contrariamente a lo que
sucede con la cepa control y la cepa mutante KC100. En el caso de la
hidroxiapatita, la presencia de saliva influye positivamente en las
fuerzas de adhesion de todas las cepas, con excepcion de la cepa

mutante KC171, la cual presenta valores similares en ambos casos.
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Figura 4.18 Distribucién de las fuerzas de adhesion obtenidas por las cepas de
C. albicans utilizadas sobre los materiales ensayados, con y sin saliva (naranja y azul,
respectivamente).
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En la figura 4.18 se muestran las distribuciones de las fuerzas de
adhesion entre las cepas de C. albicans utilizadas y los dos tipos de
materiales, en presencia y ausencia de saliva, para 60 s de tiempo de
contacto. Se puede observar como el rango de fuerzas de adhesion es
superior en hidroxiapatita que en Thermanox™, a excepcién de la
cepa control, tanto en ausencia como en presencia de saliva sobre la

superficie de los materiales utilizados.

Ademés del efecto de la saliva, también se quiso evaluar si la
rugosidad de la superficie de los dos materiales podia tener cierto
efecto en la adhesion de las cepas de C. albicans utilizadas. La
comparaciéon de los valores de rugosidad, obtenidos a partir de la
visualizaciéon mediante AFM de las superficies de los dos materiales
utilizados, en presencia y ausencia de saliva (tabla 4.6), determiné que
hidroxiapatita presentaba mayor rugosidad que Thermanox™ (p-

valor < 0.0001).

R, (nm)
Sin saliva Con saliva
Thermanox™ 1.28 £0.25 1.45+0.52
Hidroxiapatita 173 £22.07 234 +£52.92

Tabla 4.6 Rugosidad de superficie (R;) de Thermanox™ y hidroxiapatita con y sin
recubrimiento de saliva

En la figura 4.19 se muestra un ejemplo de las visualizaciones
realizadas con AFM, representadas en 3D, junto con un perfil de la

topografia de cada superficie, donde se puede observar la evidente
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diferencia entre las superficies de los dos materiales (p-valor < 0.001).
No obstante, el parametro de rugosidad no se vio modificado por la
presencia de saliva en ninguno de los dos materiales (p-valor > 0.05), a
pesar de que visualmente, la topografia de la superficie de
hidroxiapatita se observa claramente diferente antes y después del

recubrimiento con saliva.

a)

X{jn)

1,7 pm

0,0 pm

Figura 4.19 Imagenes de topografia en 3D obtenidas mediante AFM de la superficie
de Thermanox™ y de hidroxiapatita. El perfil topografico corresponde al perfil de la
linea trazada en cada imagen.
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Analizando todos los datos obtenidos de las fuerzas de adhesién de
las cepas de C. albicans y rugosidad de las superficies de los materiales
ensayados, se podria interpretar que tanto la rugosidad como la
presencia de saliva sobre el sustrato, provocan un incremento en las
fuerzas de adhesion. Por un lado, un sustrato con una superficie
rugosa permite mayor nimero de puntos de contacto con la superficie
de las células microbianas, lo que puede fortalecer la adhesién. Por
otro lado, el recubrimiento con saliva supone la presencia de una
pelicula formada por varias moléculas que suponen nuevos puntos de
interacciéon con receptores y adhesinas presentes en las superficies
microbianas, lo que favorece una mayor adhesion a la superficie [171,

240, 246-248].

A pesar de que se ha estudiado que las cepas mutantes CFEM forman
un biofilm débil y poco adherido a la superficie, la rugosidad del
sustrato y la presencia de saliva pueden tener un efecto positivo en la
adhesion de estas cepas a la superficie. Las cepas mutantes KC100 y
KC171 muestran valores de fuerzas de adhesién considerablemente
similares a los de la cepa control; en cambio, la cepa mutante CAN1
presenta una adhesién mucho menor. Con los resultados obtenidos, se
puede asumir que a pesar de que las cepas mutantes de C. albicans
presentan una falta de expresion de proteinas de la superficie que
podrian estar implicadas en la interaccion y adhesién al sustrato, la
rugosidad del material y la presencia de saliva influyen de manera

crucial en la adhesion de estas cepas a la superficie del material.
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La formacién del biofilm, desde la adhesion inicial de los
microorganismos a la superficie, como el desarrollo de su estructura y
maduracién, pueden verse afectadas por varios factores como son las
caracteristicas de la cepa microbiana, la naturaleza del sustrato, la
rugosidad, la hidrofobicidad y la composicién de la superficie del
sustrato, el medio de cultivo y las condiciones de crecimiento [142,
144, 147]. Con la aplicaciéon de la espectroscopia de fuerza se ha
podido estudiar como una mayor rugosidad de la superficie, y un
cambio en su composiciéon debido al recubrimiento de glicoproteinas
y otros componentes de la saliva, pueden provocar un incremento en
la adhesiéon de los microorganismos a diferentes sustratos, etapa

indispensable para la formacién del biofilm microbiano.
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1. Las visualizaciones mediante AFM de los cambios topograficos y
morfolégicos en E. faecalis causados por la exposicién a la luz laser, asi
como el andlisis cuantitativo de la rugosidad de superficie tras
tratamiento, sugieren que el laser de Er,Cr:YSGG a 2 W de potencia es
el tratamiento con mayor capacidad de inducir lesiones y dafos
producidos en las superficies celulares bacterianas de entre los

ensayados.

2. Las perturbaciones sustanciales en la superficie y en la morfologia
celular de las biopeliculas de E. faecalis, inducidas después del
tratamiento conjunto con fotosensibilizadores y fuentes de luz, junto
con el andlisis cuantitativo de la rugosidad de superficie y la
determinacion de la mortalidad bacteriana, demuestran que la terapia
fotodindmica podria ser utilizada para la eliminacién de biofilms
bacterianos, la reduccion de infecciones persistentes y la desinfeccion

de superficies orales.

3. La cepa de C. albicans KC171 con triple delecion de los genes que
codifican para proteinas CFEM, presenta una rugosidad de superficie

mayor que la cepa control CAI4-URA3.

4. Las cepas mutantes CFEM de C. albicans forman un biofilm poco
adherido a la superficie de los frascos de cultivo, observandose
ademds una mayor presencia de formas filamentosas en su

composicion.
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5. La influencia del sustrato en la formacion del biofilm se hace
evidente en las visualizaciones realizadas con AFM de biofilms de
C. albicans, puesto que las cepas mutantes CFEM forman un biofilm

sobre esmalte de mayor grosor y rugosidad que sobre Thermanox™.

6. Las curvas de fuerza-distancia obtenidas mediante la aplicacién de
la técnica de espectroscopia de fuerza celular muestran una menor
adhesion de la cepa mutante CANI a las superficies, en comparacion
con la cepa control. Pero en general, la tendencia que se ha observado
es que las cepas mutantes CFEM estudiadas presentan mayor

adhesion a hidroxiapatita.

7. El analisis de rugosidad de superficie mediante AFM revela que la
superficie de hidroxiapatita presenta mayor rugosidad que la
superficie de Thermanox™ en ambas condiciones, con y sin

recubrimiento de saliva.

8. Los resultados obtenidos podrian indicar que a pesar de que las
cepas mutantes de C. albicans presentan una falta de expresion de
proteinas de la superficie que podrian estar implicadas en la
interacciéon y adhesion al sustrato, la rugosidad del material y la
presencia de saliva influyen de manera favorable en la adhesion de

estas cepas a la superficie del material.
9. En este trabajo, la aplicacién de la microscopia de fuerza atémica ha

permitido visualizar superficies celulares de microorganismos

implicados en infecciones orales que se organizan formando biofilms,

136



Conclusiones

analizar cuantitativamente la rugosidad tanto de superficies
microbianas como de materiales, evaluar el efecto antimicrobiano de
varios tratamientos de luz laser y terapia fotodinamica, y estudiar las

fuerzas de adhesién microbianas ante diversos sustratos.
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Abstract

Objective: The prospective study compares, in split-mouth design, the use of two different
suture materials, silk vs. Teflon-coated, multi-filament braided polyester threads suture.
Material and methods: Ten edentulous or partially edentulous patients were surgically
treated for implant installation. Each side was sutured with either, randomly selected one or
the other suture material. Seven days postsurgically, the sutures were removed and three
knots per patient and side were collected for microbiological testing. Additionally, a piece
of each suture thread was analysed before clinical use to test its susceptibility for bacterial
adherence. To evaluate the patient’s subjective opinion, a questionnaire based on Visual
Analogue Scale had to be filled out by all included patients 1 week after the intervention.
Results: The results showed a more pronounced plaque accumulation for silk sutures but
there was not a statistical difference. The intraoperative handling of the silk sutures was less
comfortable and the patient comfort was worse than Teflon-coated polyester suture.
Conclusion: The bacterial adherence on Teflon-coated polyester suture was slightly inferior

than silk suture although it did not show the expected differences.

Sutures are frequently used in Oral Surgery
and Oral Implantology (Yu & Cavaliere
1983; Gay-Escoda et al. 2004; Parirokh
et al. 2004). Sutures serve to maintain tissue
approximation until the wound attains
sufficient tensional strength to prevent
dehiscence. Correct closure and stabilization
of surgical wound margins influence the
success of the surgical procedure (Selvig
et al. 1998; McCaul et al. 2000; Parirokh
et al. 2004; Otten et al. 2005; Leknes et al.
2005b). Moreover, a study that assessed
the influence of flap tension on the
tearing characteristics of mucosal tissue in
relation to various sutures showed that
tissue trauma may be reduced by choosing
finer suture diameters (6-0, 7-0) (Burkhardt
et al. 2008).

Recent interest has focused on the re-
search ot ditfterent properties ot suture types
(natural and synthetic) such as physical,
chemical and biclogical properties together
with tissue reaction and plagque accumula-
tion (Selvig et al. 1998; Parirokh et al.
2004; Otten et al. 2005; Leknes et al.
2005b). Bacterial adherence to surgical
sutures might serve as an infection focus
causing a delay in wound healing (Blom-
stedt et al. 1977; Osterberg & Blomstedt
1979; Yaltirik et al. 2003; Parirokh et al.
2004; Otten et al. 2005; Leknes et al.
2005b). Several authors (Chu & Williams
1984; Selvig et al. 1998; Otten et al. 2005;
Leknes et al. 2005a, 2005b) have suggested
that the risk of infection depends on the
degree of bacterial adherence and the phy-
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sical and chemical configuration of suture
materials. Furthermore, multi-filament su-
tures have a higher risk of potentiating
infection than monofilament sutures, as
multi-filament sutures may promote bac-
terial adherence to other sterile areas by
capillary action, thereby enhancing the
infection process (Lilly et al. 1968; Still-
man et al. 1980; Aderriotis & Sandor 1999;
Merrit et al. 1999; Leknes et al. 20054,
2o05b; Banche et al. 2007).

On the other hand, multi-filament sutures
elicit a greater inflammatory response than
monofilament sutures, as they contribute
to bacterial adhesion within the interstices
of the suture (Lilly et al. 1968; Parirokh et al.
2004; Leknes et al. 200sb; Banche et al.
2007). In addition, further publications
(Gristina & Costerton 1985; Aderriotis &
Sandor 1999; Costerton et al. 1999; Donlan
& Costerton 2002; Senpuku et al. 2003)
described the evidence of bacterial biofilm
formation on sutures that consists of a poly-
meric extracellular matrix  synthesized
by microorganisms. These microorganisms
grow on the biofilm, showing a great resis-
tance to antimicrobial therapy.

Surgical silk is a non-absorbable, multi-
filament suture of organic origin widely
used for different procedures in Oral Sur-
gery and Oral Implantology with a notable
case of handling and low cost. Unfortu-
nately, the braided nature of the silk suture
promotes bacterial accumulation, resulting
in a more intense and prolonged inflam-
matory response in gingival mucosa than
synthetic materials (Wallace et al. 1970;
Tomita et al. 1993; Selvig et al. 1998; Gay-
Escoda et al. 2004). An inflammation of
the tissues adjacent to the wound increases
the risk ot intection and serves as a good
reservoir for pathogen microorganisms
(Laroche et al. 1995; Selvig et al. 1998;
Merrit et al. 1999; Bajaj et al. 2004; Parir-
okh et al. 2004; Otten et al. 2005; Leknes
et al. 2005a, 2005b). Synthetic multi-fila-
ment sutures such as Teflon-coated polye-
ster (Tevdek”, Deknatel, Mansfield, OH,
USA) grant easy handling, reduce capillar-
ity and tissue reaction and perform similar
to monofilament sutures (Deknatel 2007).

No study has been published so far con-
cerning the comparison of contamination
and bacterial adherence with silk vs. Teflon-
coated, multi-filament braided polyester
threads in Oral Surgery. Thus, the objec-
tives to be considered in the present study

© 2010 John Wiley & Sons AfS
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are: to compare the degree of plaque accu-
mulation with two types of non-resorbable
sutures (silk and Teflon-coated polyester],
to identify the type and number of bacteria
strains isolated from sutures at 7 days after
insertion and to examine the qualitative
and/or quantitative differences between the
two sutures. Furthermore, technical bene-
fits of suture materials and patient comfort
were also evaluated. The null hypothesis is
that bacterial plaque adhesion is similar
with either Teflon-coated polyester suture
or silk suture.

Material and methods

A prospective experimental study  with
a ‘split-mouth’ design was conducted in a
sample of 1o total or partial edentulous
patients during the placement of dental im-
plants at the Oral Surgery and Implantology
Department of the University of Barcelona.
Inclusion criteria for the study were: healthy
patients (ASA classification 1 or 2) of both
genders, with total or partial edentulism,
with no periodontal disease and good oral
hygiene (<20% of plaque accumulation
according to the O’Leary index|, requiring
implant rehabilitation at least in two different
dental quadrants. Exclusion criteria included:
patients with systemic diseases (ASA III or
higher) that contraindicate surgery, patients
with diabetes, requiring immune suppression
or corticosteroids, patients with nutritional
and/or neurological alterations, patients with
previous antibiotic therapy [washout period
of 6 months) and patients reporting serious
postoperative complications (immediate and
late infections, wound disruption, etc.).

Study design

The suture material used was black braided
silk 3/0 C-16/CR 26 mm, 1/2 circle (Ara-
g6", Arago, Barcelona, Spain| and Teflon-
coated polyester (polytetrafluoroethylene
[PTEE]) 3/0 gauge C-17 (Tevdek ", Deknatel)
with a pyramid-tipped trocar needle with a
cutting square base. The 1o included pa-
tients, either with total or partial edentu-
lism, underwent surgical procedures for the
placing of dental implants. Information was
given previously to all participants and
signed informed consent forms were ob-
tained. Surgical procedures were performed
under local anaesthesia with Articaine 4%
with epinephrine 1: 100.000, following the

usual technique: a mucoperiosteal envelope
flap was raised, dental bed preparation was
started using a round drill under irrigation
with distilled water and finally implants
were placed according to the conventional
protocol. Then, buccal flaps were sutured
using simple interrupted stitches in contra-
lateral jaw quadrants. However, different
suture materials were used for each quadrant
in order to intraindividually compare bac-
teria colonization. The suture material used
was chosen at random.

In addition, a piece of thread measuring
1.5 cm for each type of suture was analysed
before suturing to determine if an increase in
susceptibility to bacterial adherence is con-
nected with the suture material. All sutures
were placed and removed by the same
skilled operator to eliminate interexaminer
variability. During the sample-taking pro-
cess, those knots adjacent to a neighbouring
tooth were excluded from the study as they
are associated with an increase of bacterial
plaque accumulation. A minimum of three
knots per patient were tested for each type of
suture. The collected samples were imme-
diately transported in sterile tubes to the
Laboratory of Microbiology in Campus de
Bellvitge (University of Barcelona). All par-
ticipants were given instructions on standard
principles of correct oral hygiene, which
began at 24h after surgical procedure and
consisted of dental brushing with a surgical
tooth brush 3 times/a day and 0.12% chlor-
hexidine (CHX) oral rinse, twice daily during
15 days.

Postoperative medication for all patients
consisted of:

e Amoxicillin 75omg: 1/8h; 7 days
[Clamoxyl”, GlaxoSmithKline, Ma-
drid, Spain).

e Clindamycin joomg: 1/6h; 5 days
(Dalacin®, Pfizer, Madrid, Spain) for
subjects allergic to penicillin or penicil-
lin derivatives.

o Diclofenac somg: 1/8h; 5 days (Volta-
rén”, Novartis, Barcelona, Spain).

e Rescue medication: Metamizol magne-
sic 575 mg (Nolotil", Boehringer Ingel-
heim, Barcelona, Spain) 1/6 h; 5 days.

Follow-up visits were performed at 7
days after insertion. Patients completed a
written questionnaire, which assessed the
degree of comfort with suture on each side
valued by a Visual Analogue Scale (VAS).
Because of the very different appearance of
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suture materials, it was impossible for the
observer to be blind to the suture types.

The clinical parameters recorded by the
operator for each suture material were:
intraoperative handling of the suture, pre-
sence of suppuration in the surgical wound,
easiness of suture removal, degree of
patient comfort for each type of suture
and the degree of pain after removal, all of
them measured by VAS. In addition, other
parameters were also registered: age, gen-
der, smoking habit, place of sutures and
type of edentulism.

Sample processing

Sutures were removed with sterile instru-
ments and then placed in tubes diluted
with 1 ml of 1/4 strength Ringer’s solution
(one tube per suture). Suture fragments
were homogenized for 3 x 1min in an
ultrasound bath and shaked vigorously on
the vortex mixer. Following vortexing, se-
rial dilutions of 1/4 strength Ringer's solu-
tion were then made for each sample.
Selective culture media were inoculated
to detect microorganisms using a colony
formation unit per unit surface area (CFU/
surface]. Sabouraud dextrose glucose agar
plates supplemented with cloranfenicol
were used for identification of fungi and
yeasts. Tryptone soy agar with 10% sheep
blood was prepared to determine total me-
sophyll aerobes. Mitis-salivarius agar plates
were used for the detection of oral strepto-
cocci. Finally, agar plates were made for the
isolation and enumeration of anaerobic
agar. These plates were placed in GasPak
jars to produce an anaerobic atmosphere
with Anaerogen. Colony counts were per-
formed at 24, 48 and 72 h after incubation
for each type of plate. In parallel to this
study, an in vitro study was conducted
using 15 mm of suture that had not been
in contact with the buccal cavity. Frag-
ments were immersed in a culture medium
composed of tryptone and soya inoculated
with Enterococcus faecalis, Candida albi-
cans, Escherichia coli and Streptococcus
mutans for a period of 48 h. Tryptone soy
agar was used for E. faecalis and E. coli
identification. Sabouraud dextrose glucose
agar plates with cloranfenicol were inocu-
lated with C. albicans and tryptone soy
agar with 10% sheep blood was prepared to
determine S. mutans. The plates were
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incubated for 24h and colony counts
were performed for each type of plate.
Dilution parameters and sample processing
parameters for the in vivo study were
calculated according to the results obtained
in the in vitro study. Each type of suture
was conducted in duplicate and three ana-
lyses were performed for bacterial and fun-
gal colonization. The present study lasted 6
weeks and clinical data were obtained from
patients following implant surgical proce-
dures in June 2007; the follow-up period
finished in July 2007.

Statistical analysis

Microsoft access for Windows was used for
data collection. The analysis of bacterial
counts was performed on logarithmic
transformed data. The Statistical Package
for the Social Sciences for Windows (SPSS
v15.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was
used for the statistical analysis. A paired
t-test and Wilcoxon's signed-ranked test

were used to evaluate the clinical para-
meters and colony count differences be-
tween both sutures for the in vitro and
in vivo study. Identification of aerobic
and anaerobic bacteria, fungi and yeasts,
among other experimental groups were also
tested. The significance level was set at
P=o.05.

Results

The sample consisted of seven females and
three males in the age group of 40-70
years. The mean age was 55 years with a
standard deviation (SD) of 9.3 and 40% of
participants were partial edentulous and
the rest (six cases| were edentulous pa-
tients. Sixty per cent of suture fragments
were placed in the jaw and 40% in the
upper maxillac. Seventy per cent of pa-
tients reported any smoking habit. Evi-
dence of local infection was not observed
in any patient. The degree of patient com-
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Fig. 1. Visual Analogue Scale results. (a) Degree of patient comfort, (b) pain after removal and (c) ease of

intraoperative handling.
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fort on the day of the suture removal
assessed by VAS was greater for the Te-
flon-coated polyester suture compared
with silk [mean comfort was 86.6mm
with a SD of 6.80 and 71.90mm with a
SD of 9.94 by completing 1oomm VAS,
respectively) (Fig. 1a). The statistical t-test
showed significant differences for the Te-
flon polyester-coated suture |(P=o.001).
No evidence of wound suppuration was
found for any of the sutures under study.
All patients except one showed preference
for the polyester suture. Pain after removal
was greater for silk suture than for polye-
ster suture (VAS mean value of 36.7 mm
with a SD of 28.05 and 25.9 mm with a 5D
of 23.80, respectively] with a significant
statistical difference (P=o0.017) (Fig. 1h).
Ease of intraoperative handling was also
greater for the Teflon-coated polyester su-
tures (VAS mean value of 88.9 mm and SD
of 7.40 for polyester and 78.7 mm and a SD
of 10.24 for silk). Statistical results were
significant for the Tevdek” suture with a
P-value of o.021 (Fig. 1¢).

A total of 60 suture samples (three on each
side per patient) were obtained under sterility
conditions by an independent operator
for further microbiological analysis. Mean
results in colony counts for the silk suture
were slightly higher (8.07E + o2 CFU/mm
and a SD of 2.53E +03) than Teflon-coated
polyester suture (1.36E+ 02 CFU/mm and
SD of 3.75E + 02) (Fig. 2 but the statistical
results with the non-parametric Wilcoxon's
test were not significant (P = 0.483). Anae-
robic microorganisms were more frequent
(70% of patients) and no fungi and yeasts
were detected in the processed samples.
Bacterial mean counts for the in vitro study
were very similar on each type of suture
(3.98E 4+ 05 CFU/mm and SD of 1.54E + 05
for silk suture and 2.65E + o5 CFU/mm and
SD of 1.38E + o5 for Teflon-coated polyester
suture) (Fig. 3). The t-test for paired samples
showed no significant statistical differences
[P = 0.097). With respect to the tested mi-
croorganisms E. coli and E. faecalis showed
higher adherence to suture materials; how-
ever, C. albicans and S. mutans biofilms
were less efficient (Fig. 4).

Discussion

Non-absorbable and absorbable sutures are
frequently used in Oral Surgery and Oral
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Implantology. Sutures used in the present
study belong to the group of non-absorbable
sutures; in particular, silk is a multi-fila-

ment suture of organic origin and polyester
is a synthetic absorbable suture. Surgical silk
is strong enough to resist breaking during
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surgery, it facilitates case of handling and it
is well tolerated by patients. Furthermore,
silk has been a favoured suture material in
Oral Surgery, used as a comparison standard
in assessing the usability and it is the most
common suture material used (Racey et al.
1978; Tomita et al. 1993; Banche et al
2007). However, it has some disadvantages:
multi-filament sutures promote bacterial
adhesion by capillary action, thereby enhan-
cing the infection process. In addition,
foreign body reaction to sutures is com-
monly found, which decreases tensional
strength in a moist environment. Finally,
shear effect is observed during suture inser-
tion through delicate tissues (Tomita et al.
1993; Gay-Escoda et al. 2004).

Teflon-coated polyester (Tevdek”, Dek-
natel) is a synthetic, non-absorbable multi-
filament suture with a coating structure
similar to monofilament sutures. Teflon or
PTEE is a resistant, flexible polymer and
biologically inert that reduces capillarity
and tissue reaction (Deknatel 2007). Other
excellent  physical-chemical properties
(tensile strength) refer to an optimal tissue
compatibility and low-friction surface.
Ease of handling is therefore achieved
s0 as to ensure optimal tissue closure
(Parirokh et al. 2004; Deknatel 2007).
Tubular Teflon-coated facilitates handling
of polyester surgical sutures, thus achiev-
ing greater dimensional stability; and ac-
cording to the results of our study,
polyester sutures are associated with higher
ductility and notable ease of handling in
comparison with silk sutures. In fact,
Teflon-coated  polyester sutures are
smoother, having no elastic memory but
flexible enough. The results showed the
highest ease of removal by the operator
with Teflon-coated polyester, with a
mean value of go.gmm on the 1oomm
VAS scale. Furthermore, PTFE filament
have a uniform and compact surface,
which improves biocompatibility —and
proper hygiene (Bajaj et al. 2004; Deknatel
2007). According to our results, the degree
of patient comfort on the day of suture
removal was greater for the Teflon-coated
polyester than for silk sutures. Most pa-
tients showed preference for the polyester
sutures. Pain after removal was greater for
silk than for polyester suture although
there were no differences.

Sutures should cause minimal tissue
reaction so as to encourage primary wound

286 | clin. Oral Impl. Res. 22, 2011 [ 282-288

healing and induce minimal scar formation
(Pinheiro et al. 1997; Parirokh et al. 2004).
Earlier research (Wallace et al. 1970;
Guiray et al. 1997; Selvig et al. 1998) has
confirmed that sutures placed intraorally
produce a tissue response that is different
from the response observed at other experi-
mental sites (Selvig et al. 1998; McCaul
et al. 2000; Parirokh et al. 2004; Leknes
et al. 2005b; Banche et al. 2007). In fact,
one of the most important aspects of oral
tissue response to suture materials is the
tendency for microbial attachment and ac-
cumulation (McCaul et al. 2000). It has
been shown that silk sutures, which are
multi-filamentous, consistently produce
greater inflammatory reactions than mono-
filament sutures within the interstices of
the suture (Lilly et al. 1968, 1972; Racey et
al. 1978; Selvig et al. 1998; Merrit et al.
1999; Leknes et al. 2005a). Furthermore,
braided silk sutures appear to conduct bac-
terial migration and other potentially nox-
ious contaminants to a great extent than
monofilament sutures (Lilly et al. 1968;
Aderriotis & Sandor 1999; Leknes et al.
20035a; 2005b; Selvig et al. 1998). In this
respect, it has been postulated that multi-
filament suture materials permitted a
‘wicking phenomenon’ that could advance
oral fluids and bacteria along suture fila-
ments by capillary action (Lilly et al. 1968).
Some authors (Parirokh et al. 2004) have
corroborated that the wicking effect is evi-
denced by swelling and exudate among the
suture fibres. On the other hand, it has
been reported that synthetic suture materi-
als elicit a mild inflammatory tissue re-
sponse than sutures of organic origin (Selvig
et al. 1998). An advantage of non-absorb-
able suture materials is that they elicit little
tissue reaction (Greenwald et al. 1994).

By 3 days, epithelial ingrowth had to
some extent occurred along the suture track
particularly for the silk sutures and at a
biofilm-like structure was present (Leknes
et al. 2005b). Biofilms are usually encased
in an extracellular polysaccharide matrix
[Renton-Harper et al. 1996; Costerton
et al. 1999; Donlan & Costerton 2002).
As a result, an inflammatory response of
surrounding tissues begins, which serves as
a reservoir for pathogen microorganisms.
However, bacterial plaque formation has
yet not been studied in detail. Thus, one
of the objectives of this study was to quan-
titatively determine the bacterial biofilm

formation on two non-absorbable sutures
at 7 days after implant surgical procedure.
An intraindividual comparison with the two
types of suture materials was made in the in
vivo study, where silk suture associated the
highest values of total counts for both anae-
robic and aerobic microorganisms, although
no statistical significance was achieved. In
contrast, some authors have found no sta-
tistically significant differences in terms of
bacterial adhesion between silk and syn-
thetic sutures were found in either kind of
study in vivo and in vitro [Banche et al.
2007).

Our results infer that the existence of
bacterial biofilm and the difference in micro-
biota on the suture surface is associated with
individual factors, such as oral hygiene and
the levels of bacterial plaque in each patient
[Merrit et al. 1999). Host factors may influ-
ence the existence of bacteria accumulation,
such as: saliva, plaque fluid, hormonal
changes and active systemic disease (Sen-
puku et al. 2003). In the present study, the
bilateral placement of a series sutures is
considered as a representative sample. We
therefore concluded that there were no sta-
tistically quantitative, qualitative or clinical
differences in the results. Nevertheless, it is
reported that bacterial adhesion is associated
with suture material, where synthetic su-
tures report a higher microbial affinity than
silk sutures (Banche et al. 2007). In addition,
there are some studies in which the admin-
istration of anti-infective therapy may have
inhibited bacterial growth (Renton-Harper
et al. 1996; Menendez et al. 2005). A study
that compared formulas containing CHX
showed a higher plaque reduction regarding
formulas with Triclosan and cetylpyridinium
chloride (Renton-Harper et al. 1996). Others
concluded that CHX significantly reduces S.
mutans levels after 7 days (Menendez et al.
2005). In the present study, all patients were
administered broad-spectrum oral antimicro-
bials and daily topical CHX solutions.

In comparison with the previous results, a
study conducted by Leknes et al. (2005b) on
bacterial accumulation found no statistically
significant differences between the presence
and absence of anti-infective therapy (CHX
solution and intramuscular administration
of a broad-spectrum antibiotic).

It is reported that the effect of CHX
mouthwash on bacterial growth on sutures
is not present differences in aerobic and
anaerobic counts (McCaul et al. 2000).

© 2010 John Wiley & Sons A/S



Recent studies have indicated an increase
in suture slack over time and that the lack of
tight fit between suture and surrounding
tissues allows epithelial  invagination
and conduction of bacteria into the connec-
tive tissue (Stillman et al. 1980; Selvig
et al. 1998; Leknes et al. 200s5a). It is
concluded that silk sutures produce a sig-
nificantly higher degree of slack than
PTEFE (Leknes et al. 2005a). In our study,
we did not report an increase in suture slack
or wound suppuration for either kind of
suture.

A bigger sample size would be needed
in order to identify the quantitative and/or
qualitative differences in biofilm formation
on silk and polyester sutures and to evalu-
ate its clinical impact. Future research
on the effect of CHX over bacterial
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Summary. This study explored the evolutionary mechanism by which the clinical isolate PA110514 yields the imipenem-
resistant derivative PA116136. Both isolates were examined by PFGE and SDS-PAGE, which led to the identification of a
new insertion sequence, ISPa/33. This element was shown to have distinct chromosomal locations in each of the original iso-
lates that appeared to explain the differences in imipenem susceptibilty. In strain PA110514, ISPal33 is located 56 nucleotides
upstream of the translational start codon, which has no effect on expression of the porin OprD. However, in strain PA116136
ISPa/33 itis located in front of nucleotide 696 and, by interrupting the coding region, causes a loss of OprD expression, thus
conferring imipenem resistance. In vitro experiments mimicking the natural conditions of selective pressure yielded imipen-
em-resistant strains in which ISPal33 similarly interrupted oprD. A mechanism is proposed whereby ISPa/33 acts as a mobile
switch, with its position in oprD depending on the degree of selective pressure exerted by imipenem. [Int Microbiol 2011;
14(1):51-58]

Keywords: Pseudomonas aeruginosa - protein OprD - carbapenems - imipenem - insertion elements - antimicrobial resistance

Introduction

Infections by Pseudomonas aeruginosa are a serious clinical
problem, particularly in immune compromised hosts in hos-
pital settings [9,29,33]. Moreover, the treatment of these
infections is often difficult because of the limited number of
effective antimicrobial agents, due to the intrinsic resistance
of P aeruginosa strains and their different modes of growth
[10]. These properties reflect the synergy between the bac-
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terium’s low outer-membrane permeability [2.6,38], its chro-
mosomally encoded AmpC B-lactamase [14], and its broadly
specific drug efflux pump [11,17,22,23]. Furthermore, P. ae-
ruginosa readily acquires resistance to most antimicrobials
through mutations in its chromosomal genes and through
extrachromosomal elements carrying resistance determi-
nants [14,25]. Although there are several antimicrobials (car-
bapenems, cefepime, ceftazidime, tobramycin and amikacin)
that continue to be effective against . aeruginosa, in the last
few years the bacterium’s increasing resistance to many others
has been reported [4,13,18,28,30].

Carbapenems are a class of f-lactam antibiotics with
good antimicrobial activity against P aeruginosa but the
emergence and spread ol acquired carbapenem resistance in
this species have challenged the success of therapeutic and
control efforts. Since carbapenems, especially imipenen, are
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widely used in the clinical setting [26], investigation of the
molecular mechanisms leading to resistance is crucial.
Imipenem resistance can involve low permeability, the activ-
ity of an inducible B-lactamase [15], and multidrug efflux
systems, but the most widely accepted mechanism involves
the loss of the porin OprD from the outer membrane [37],
which can occur at the transcriptional or translational level or
through the emergence of mutations in the oprD gene [20].
For example, in one report, the down-regulation of oprD
transcription in clinical isolates of P aeruginosa was shown
to have occurred by a mechanism involving inactivation of
the gene due to the presence of insertion sequence elements
(IS) [36]. Additional mechanisms of carbapenem resistance
include repressed OprD expression, as is the case in nfxC-
type mutants, which simultancously overexpress the MexEF-
oprN efflux pump.

The present study resulted from the isolation of two
strains of P aeruginosa from the same patient in the course
of a chronic respiratory infection. The first strain was
obtained soon afier the patient was admitted to the University
Hospital of Bellvitge (L'Hospitalet, Barcelona, Spain). The
infection was successfully treated with imipenem. The sec-
ond strain was obtained 6 days later, from the patient’s rec-
tum. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) profiles of the
two isolates were identical, as were the results of biochemi-
cal tests aimed at their identification. However, determina-
tion of antibiotics susceptibility demonstrated that the iso-
lates were identical for all antibiotics tested except imipen-
em: the first isolate was imipenem susceptible whereas the
second was imipenem resistant. Thus, aim of this study was
to search for underlying changes in the isolates” DNA that
could account for the difference in imipenem susceptibility,
starting from the hypothesis that resistance was mediated by
a loss of OprD expression on the outer membrane.

Materials and methods

Bacterial strains. The two studied clinical isolates of P aeruginosa
were isolated from a patient at the Servei de Microbiologia of the Hospital
Universitari de Bellvitge. PA110514 was isolated before imipenem treat-
ment was started, and strain PA116136 after the patient had received the full
course of the antibiotic. P aeruginosa PA9 was used as the positive control
for amplification of the oprD gene. Strains PA132325 and PA138635, sus-
ceptible and resistant to imipenem, respectively, were used as controls in
preparing extracts of outer membrane proteins (OMPs). P aeruginosa
strains PAFL2, PAFL4, PAFLS, PAFLI2, and PAFLI6 are the resistant
mutants obtained in this study. All of the bacterial strains were cultured in
trypticase soy broth (TSB) or on trypticase soy agar (TSA). Bacteriological
media were purchased from Scharlab (Barcelona, Spain).

RUIZ-MARTINEZ ET AL.

Pulsed-field gel electrophoresis. To compare the different strains,
PFGE was carried out as follows: DNA was extracted and purified as
described elsewhere [28,31]. Spel, a low-frequency restriction enzyme, was
used according to the manufacturer’s specifications (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA). The Spel DNA restriction fragments were separated in
a CHEF-DR II1 unit (Bio Rad, Hercules, CA, USA) for 20 h at 14°C and 6
Volts/em, with pulse times ranging from 0.5 to 25 s. Strain relatedness was
assigned in accordance with published criteria [32]. Pseudomonas aerugi-
nosa PAOL was used as the control in seq e lysis (accession number
Z14065.1)

Minimum inhibitory concentration (MIC) determinations.
Antimicrobial susceptibility was tested using the microdilution method, with
Mueller-Hinton broth (Scharlab, Barcelona, Spain), according to the guide-
lines of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The follow-
ing antimicrobials were tested: piperacillin, piperacillin/tazobactam, ticar-
cillin, aztreonam, gentamicin, tobramicin, amikacin, trimethoprim/sulfame-
toxazol, ciprofloxacin, ofloxacin, ceftazidime, cefepime, imipenem, and
meropenem, The antibiotics were purchased from Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA).

Outer membrane preparations and SDS-PAGE. Whole bacter-
ial proteins and OMPs were obtained as described elsewhere [24,27]. SDS-
PAGE was performed, using a modification of the method of Laemmli, in a
Bio-Rad apparatus (Mini-Protean II). Gels were stained with 0.25%
Coomassie brilliant blue, destained, and then dried on a gel dryer (Biorad
543) [8,12].

Gene oprD amplification. To obtain P aeruginosa genomic DNA, 5
ml of Luria broth inoculated with a single colony was incubated overnight at
37°C. Bacteria were harvested by centrifugation and suspended in 180 pl of
ATL buffer from the DNeasy Tissue kit (Qiagen, Germany), which was used
for DNA purification following the manufacturer’s instructions, A modified
version of the PCR assay previously described [36] was used to amplify
oprD. Reaction mixtures had a final volume of 50 ul and contained 2 pl
(1/10th volume) of genomic DNA, 0.5 uM of the OprDSEQFI forward
primer (5'-CTACGCAGATGCGACATGC-3'), 0.5 uM of the OprDSEQR1
reverse primer (3’ -CCTTTATAGGCGCGTTGCC-3') (Invitrogen, USA), 1 U
of Taq DNA polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM of each
deoxynucleoside triphosphate (Fermentas, Lithuania), 1% PCR buffer, and 2
mM MgCl,. Amplification was achieved in a Techne (Staffordshire, UK)
thermocycler model TC-312 during 25 cycles, each consisting of 30 s at
95°C, 30 s at 56°C, and 2 min at 72°C. Final extension was performed at
72°C for 10 min. PCR products were separated by agarose-gel (1.5% wiv)
electrophoresis in Tris-borate buffer (TBE) at 9 Volts/cm for 1.5 h and visu-
alized using ethidium bromide.

DNA sequencing and analysis of sequence data. Sequence
data for oprD were obtained by using the primers OprDSEQFI and
OprDSEQR.1. PCR products were purified with the MinElute PCR purifi-
cation kit (Qiagen, Germany) prior to sequencing. The ABI PRISM
BigDye Terminator (version 3.1) Cycle Sequencing Ready Reaction kit
and ABI PRISM(R) 3700 DNA analyzer were used (Applied Biosystems,
USA). Database searches were conducted using the basic local alignment
search tool (BLAST) [1] and multiple alignments carried out with
CLUSTAL W [34].

In vitro generation of imipenem-resistant mutants of
Pseudomonas aeruginosa. Approximately 10° P aeruginosa
PA110514 cells were used to inoculate 20 ml of MHB medium with imipen-
em concentrations ranging from 0.5 to 16 pg/ml. After 24 h of incubation at
37°C, resistant derivatives (MICs = 6-16 pg/ml) were selected by spreading



CARBAPEM RESISTANCE IN P. AERUGINOSA

InT. MicrosioL, Vol.14, 2011 53

Table 1. Susceptibilities to antimicrobial agents tested against Pseudomonas aeruginosa PA110514 and PA116136

Strain PAT10514

Strain PAT16136

Antibiotics MIC* Susceptibility MIC Susceptibility
piperacillin <16 S <16 s
piperacillin/tazobactam 16 S =16 ]
ticarcillin <16 5 <16 5
aztreonam 2 S 2 S
gentamicin <4 S <4 S
tobramicin <4 S <4 S
amikacin <8 S <8 S
trimethoprim/sulfametoxazol <2/38 S =2/38 R
ciprofloxacin <0.12 S <0.12 s
ofloxacin <0.5 S <0.5 S
ceftazidime <] S =1 S
cefepime <1 S <1 S
imipenem <1 S =8 R
meropenem <4 S <4 S

*MICs are expressed in pg/ml.

0.01 ml of the ovemight culture onto MHA plates (Scharlab, Barcelona,
Spain) containing the appropriate concentration of imipenem. Repeated
exposure to the antibiotic was continued with the most resistant derivatives
until an increase in the minimum inhibitory concentration (MIC) of imipen-
em to 16 pg/ml was achieved.

Nucleotide 1 numbers. The nucleotide
sequences reported herein have been submitted to GenBank databases. The
accession numbers for the ISPa/33 found in strains PA110514 and
PA116136 are FI387165.2 and FI387166.2, respectively.

Results

Minimum inhibitory concentration determina-
tions. Antimicrobial susceptibilities were determined in
MIC tests, with the results shown in Table 1. P. aeruginosa
strain PA110514 was found to be susceptible to all tested
antibiotics while P. aeruginosa strain PA116136 was resistant
to trimethoprim/sulfamethoxazole and imipenem.

Outer-membrane protein profile. Electrophoretic
comparisons of OMPs from both strains demonstrated, as
expected, that the susceptible strain, P aeruginosa
PA110514, but not the resistant strain, PA116136, showed a
visible band corresponding to the porin OprD in the outer
membrane (Fig. 1). To investigate the mechanism responsi-
ble for the loss of OprD expression, the oprD genes of both

strains were amplified and sequenced and their sequences
compared.

Gene oprD amplification. The amplicons obtained
from the oprD gene region of strains PA110514 and
PA 116136 were larger than that of strain PA9 used as positive
control (Fig. 2). The predicted length of oprD is 1586 bp,
while the amplicons from PA110514 and PA116136 were
3000 and 2000 bp, respectively. Sequence analysis of both
amplicons revealed the presence of a long insert, approxi-
mately 1300 bp, with a 59.6% G + C content. The insert, des-
ignated ISPal33, showed high homologies with the mobile
elements of the IS3 family of insertion sequences. The simi-
larities were not only in terms of the length of the ISPa/33,
which for members of the 1S3 family is typically between
1200 and 1550 bp, but due to the presence of two character-
istic open reading frames (ORF), orf4 and orfB, which, unusu-
ally, did not overlap (Fig. 3). The insertion element was
flanked by 25-bp terminal inverted repeats (IRs), with TG at
the 5" end and CA at the 3’ end, as in other members of the
1S3 family. Another general feature of IS elements is that, on
insertion, most generate short directly repeated sequences
(DR) of the target DNA flanking the IS, but these were not
detected in ISPa/33.

The first ORF (orf4) encodes a transposase (Fig. 3). In
the search for conserved domains [16], we determined that
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Fig. 1. Outer membrane protein profiles. Black arrows indicate the position of OprD. Lane 1: SDS-PAGE standards, (Low
Range, Bio-RAD, USA); lane 2: strain PA110514; lane 3: strain PA116136; lane 4: strain PA138635 (imipenem-resistant
control); lane 5: strain PA132325 (imipenem-susceptible control).

the protein includes a helix-turn-helix motif (HTH), a family
of DNA-binding domains unique in bacteria, and that it
showed high identity to the transposase 8 family, some of
which are members of the 1S3 family. The second ORF, or/B,
encodes the central catalytic domain of an integrase from the
rve super-family [hitp://pfam.sanger.ac.uk/family PF00665].
Integrase mediates the integration of a DNA copy of the viral
genome into the host chromosome. The enzyme is composed
of three domains. The amino-terminal zinc-binding domain
(pfam02022) is the central catalytic domain. The carboxyl
terminal domain is a non-specific DNA binding domain
(pfam00552). The catalytic domain acts as an endonuclease
when two nucleotides are removed from the 3" ends of the
blunt-ended viral DNA resulting from reverse transcription.
This domain also catalyzes the DNA-strand-transfer reaction

of the 3' ends of the viral DNA to the 5 ends of the integra-
tion site.

While the large insert located in PA116136 was 99%
identical to that found in PA110514, its location in oprD was
different. In PA110514, ISPal33 was located 56 nucleotides
upstream of the translational start codon, but in PA116136 it
occurred immediately before nucleotide position 697, effec-
tively replacing this nucleotide and causing the removal of
the first 232 amino acids of the porin OprD (Fig. 4).

In vitro generation of imipenem-resistant
mutants of Pseudomonas aeruginosa. Repeated
exposure of P aeruginosa PA110514 to imipenem allowed
the selection of several defective OprD mutants. When oprD
was amplified using DNA from cultures resistant to imipen-

kb

1.5

0.75
0.5

Int. Microbiol.

Fig. 2. PCR amplification products obtained with primers OprDSEQF 1
and OprDSEQR 1. Fragments were separated by electrophoresis through
a 1.5% agarose gel. Lane 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas,
Vilnius, Lithuania). Lane 2: strain PAT110514. Lane 3: strain PAT16136.
Lane 4: strain PAFL2. Lane 5: strain PAFL4. Lane 6: strain PAFLS.
Lane 7: strain PAFL12, Lane &: strain PAFL16. Lane 9: strain PA9, used
as positive control.
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gacaatgeggtcatggagcgetteotteggetectetgaagagegaatggetggagggacag
DN A VMEU RV FPFSGS 1L K S EWILEG Q
cggtattggacccgccagtcagcgaggcgcgacgtcgtgacctatatcgagatggagtac
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&
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Fig. 3. Nucleotide sequence of de novel 1S3-like element, ISPa/33, present in strain PA110514 and its proposed derivative PA116136. The underlined
sequences represent the 25-bp inverted repeats (IRs). Bold letters within the IRs indicate mismatches between left and right [Rs, Translational start and stop
codons of both orfs encoded by the mobile element are boxed; the amino acid sequence of the two open reading frames are shown below the sequence.
Shaded regions represent the sequence of the oprD gene flanking the IS element.

em concentrations 2, 4, 8, 12, and 16 times higher than the
MIC value for PA110514, an amplicon of 2000 bp was
obtained, i.e., identical in size to the amplicon of the resistant
clinical isolate PA116136. Sequencing of the amplicon

revealed the presence of ISPa/33. The position of the inser-
tion element in the mutants was not the same as in PA110514
and PA116136. In the mutant strain PAFL2, ISPa/33 was
located immediately before nucleotide position 667, replac-



S6 INT. MicroBiOL, Vol. 14, 2011

RUIZ-MARTINEZ ET AL.

600 1000

1400

1800 2200 2600 3000

400 800 1200

bp

1600 2000 2400 2800

’_

1
Int. Microbicl

Fig. 4. Schematic diagram of the locations of the ISPa/33 element with respect to the oprD gene. The solid arrow represents the oprD

structural gene while the striped armow represents 1SPa/33.

ing the first 222 amino acids of the porin, but in PAFL4 and
in the rest of resistant strains, it was located just before
nucleotide 703, causing the removal of the first 234 amino
acids of OprD (Fig. 4).

Discussion

Carbapenems are a class of B-lactam antibiotics with good
antimicrobial activity against P. aeruginosa; as such, they are
often used as a last resort in infections due to multidrug-
resistant strains of the bacterium [21]. However, the emer-
gence and spread of acquired carbapenem resistance have
challenged therapeutic and control efforts [5], necessitating a
better understanding of the molecular mechanisms underly-
ing resistance. Moreover, it seems likely that several mecha-
nisms are involved in carbapenem resistance [7].

The two clinical isolates of this study, PA110514 and
PA116136, were identical in their PFGE profiles and in bio-
chemical tests, suggesting their close relationship. The
unique noticeable difference between the isolates was in their
susceptibility to imipenem. Our hypothesis, that this differ-
ence involved the OMPs, was supported by the results of
SDS-PAGE, which revealed the loss of OprD in PA116136
(Fig. 1) and suggested that this strain was a PA110514 deriv-
ative. To investigate the mechanism responsible for the loss

of the porin, the oprD gene of each strain was amplified and
sequenced. Examination of these sequences revealed the
presence of a new insertion sequence, ISPa/33, located 56
nucleotides upstream of the oprD start codon in PA110514.
However, since this isolate is imipenem-susceptible, the
presence of ISPa/33 has no obvious effect on the upstream
regulatory region of the gene, as oprD expression was normal
(Fig. 1) as was the expression of the porin OprD. By contrast,
in PA1161306, the insertion element (99% identity) is located
immediately before nucleotide position 696, which causes
the removal of the first 232 amino acids of OprD.
Consequently, the protein is not expressed and was not
detectable in the gels (Fig. 1). Since loss of the protein pre-
vents the entrance of imipenem, strain PA116136 is resistant
to the antibiotic.

To date, the presence of ISs in OprD has been reported
only once , although these elements have been detected in
other genes of P aeruginosa [3,4,28]. In those cases, the ISs
were described in resistant isolates and thus assumed to be
the cause ol resistance, either via gene activation or by induc-
ing the high level expression of a potential resistance gene.
Based on the findings in the two clinical isolates analyzed in
this study, we propose that the newly identified insertion ele-
ment ISPa/33 acts as a switch, depending on the degree of
selective pressure exerted by imipenem. In the absence of
selective pressure, as was the case during isolation of strain
PA110514 from an infected, untreated patient, OprD is found
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on the OM and the position of ISPa/33 in the genome has no
effect on oprD expression; however, selective pressure exerted
by antibiotic therapy results in the selection of strains in
which ISPa/33 moves within the oprD gene, such that, in the
case of strain PA116136, the first 232 amino acids are
removed, thus preventing expression of the gene. A high rate
of 1SPa/33 jumping would therefore provide a major selec-
tive advantage, one that allows the bacterium to survive in
the presence of carbapenems.

It has been proposed that ISs without DRs may simply
result from the homologous inter- or intra-molecular recom-
bination between two IS elements, each with a different DR
sequence, or from the formation of adjacent deletions arising
from duplicative intramolecular transposition [35]. For
ISPa/33, this could explain the lack of DRs as well as the
absence of a crossover region between orf4 and orfB.

As shown in other species, experiments mimicking natu-
ral conditions can provide insight into population phenome-
na [19]. This was the aim of our experiments in which strain
PA110514 was submitted to selective pressure by imipenen
in culture flasks in order to obtain spontaneous resistant
mutants in vitro with properties similar or identical to those
of the strains isolated from a patient hospitalized with a P. ae-
ruginosa infection. Indeed, mutants with levels of resistance
similar to those of strain PA116136 were casily recovered.
Moreover, when the experiments were prolonged, the MICs
of the isolates were even higher (16 pg/ml).

Note that, according to the above-proposed mechanism of
action, removal of the selective pressure exerted by the
antibiotic should restore bacterial susceptibility to carbapen-
ems through the expression of the full-length OprD; whether
this is the case remains to be determined. However, this
change would not be expected to occur as quickly as the
acquisition of resistance, since the selective advantage con-
ferred by imipenem resistance in the presence of the antimi-
crobial is severe whereas OprD expression is likely to be
evolutionarily advantageous only under certain environmen-
tal conditions.
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The aims of this study were to ascertain the presence and spread of class 1 integrons amongst environ-
mental and clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa and to characterise their variable regions. A total
of 76 isolates (56 clinical and 20 environmental) were studied. The presence of plasmids was explored,
and polymerase chain reaction (PCR) was used for integron detection. All amplicons were sequenced. PCR
detected class 1 integrons in 26 of the 56 clinical isolates; environmental isolates were integron-free. No
plasmids were found, thus all the integrons found are possibly on the chromosome, Most isolates pre-
sented one amplicon, except PA110514 and PA116136, which showed two PCR products each. Variable
regions revealed that 18 strains carried only one gene involved in aminoglycoside resistance, whereas in
3 strains gene cassettes were not found. The most prevalent cassettes amongst isolates were those encod-
ing aminoglycoside adenyltransferase B (aadB). Several of the strains had acquired the same or a highly
similar cassette array as those detected in geographically distant P. aeruginosa. This finding suggests that
contact with bacterial reservoirs contributes to the evolution of this pathogen towards multiresistance.
Empty structures found may represent a reservoir increasing the capacity to adapt to the environment.
However, these integrons are not retained when the selective pressure disappears. It is hypothesised that
integrons containing gene cassettes are crucial vehicles for the rapid horizontal transfer of resistance, If
this s so, reduced use of antibiotics may lead to a significant decrease in the carriage of integrons amongst
P. aeruginosa strains.,
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1. Introduction the relatively limited availability of effective antimicrobial agents.

Nosocomial infections caused by P. aeruginosa frequently occur

The opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa is noted

not only for its metabolic versatility and its exceptional capacity
to adapt to and colonise a wide variety of ecological environments
(water, soil, rhizosphere, animals), but also for its intrinsic resis-
tance to a broad range of antimicrobial agents. Infections by P.
aeruginosa are often difficult to treat because of its virulence and

* Nucleotide sequences accession nos.: The nucleotide sequences reported in
this paper have been submitted to GenBank databases. The accession nos. for
all the sequences are: In141, HM367607; In361, HM367608; InB, HM367609;
Inl7, HM367610; Inl8, HM367611; Inl9, HM367612; Inl13, HM367613; Inl19,
HM367614; Inl22, HM367615; Inl28, HM367616; Inl30, HM367617; Inl33,
HM367618; Inl34, HM367619; Inl35, HM367620; Inl69, HM367621; Inl76,
HM367622; Inl77, HM367623: Inl87, HM367624; Inl93, HM3G67625; InP18,
HM367626; Inl99, HM367627; InP1, HM367628; and InP4, HQ157204.
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Barcelona, Feixa llarga sfn, Pavellé de govern, E-08907 L'Hospitalet (Barcelona),
Spain. Tel.: +34 934 024 265; fax: +34 934 029 082.

E-mail address: mvinyas@ub.edu (M. Vifas).

in ventilated and immunocompromised patients in Intensive Care
Units [1,2]. Opportunistic infections caused by this pathogen can
result from immunosuppression, which enhances the virulence of
strains with low pathogenicity. Several studies have addressed the
structure of P. aeruginosa populations [3-5].

Multiresistance of P. aeruginosa has been extensively described
and involves components such as outer membrane proteins
(OMPs), B-lactamases and other antibiotic-modifying enzymes,
and efflux pumps. In the course of a population study of P.
aeruginosa isolated in the hospital setting, we explored the basis
of the resistance shown by this pathogen.

Increasing attention has been given tointegrons in the context of
resistance to antimicrobials. In particular, much research effort has
been devoted to integrons belonging to classes 1,2 and 3, the classes
most commonly associated with the spread of antibiotic resistance
in pathogens. Whilst integrons generally pose a problem for the
management of spread of resistance, they are especially common
in pathogenic bacteria [6]. Surveys examining the prevalence of
various genetic elements in multidrug-resistant strains invariably

0924-8579/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

doi:10.1016/j.1jantimicag.2011.06.016
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show a high correlation between the presence of a class 1 inte-
gron and particular antimicrobial resistance profiles. Most notable
amongst these is resistance to ampicillin and streptomycin, and
particularly to trimethoprim and sulfamethoxazole (SMX) [6,7]. In
the case of class 1 integrons, SMX resistance is normally derived
from sull, which is located in a region downstream of the inte-
gron called the 3'-conserved segment (3'-CS), a region present in
most class 1 integrons isolated from clinical environments [8,9].
Consequently, SMX resistance is a common feature of strains that
carry class 1 integrons. The class 1 integrons that carry drug resis-
tance genes in clinical isolates have arelatively conserved structure,
which commonly comprises two conserved DNA sequences (5'-CS
and 3'-CS) separating avariable region where mobile gene cassettes
are located [10]. This arrangement has been used as a polymerase
chain reaction (PCR) tool for the simple recovery of cassette arrays
irrespective of knowledge of the many and varied cassettes that
may be present [11,12]. In addition to recovering and analysing
cassettes from specific isolates, PCR has also been used as a tool
in broader epidemiological studies [13]. However, this method has
some limitations. First, some class 1 integrons from clinical iso-
lates do not have part or all of the 3'-CS, or alternatively they may
carry a very large array of cassettes, thereby preventing detectable
amplification, Either outcome can generate a false-negative result.
In addition, PCR array length analysis alone underestimates cas-
sette diversity since some array combinations may be similar or
even identical in length [14]. Also, given that lateral gene transfer
is mediated by a number of types of elements, the combinatorial
exchange and spread of integron cassette arrays can occur in a
variety of ways, including homologous recombination, transposi-
tion and even non-integron-mediated site-specific recombination.
Thus, research into integron cassette arrays in the absence of con-
text may not give a truly accurate picture of the processes that
influence the spread of resistance genes in pathogenic bacteria [9].

Here we detected and characterised the integrons carried by a
group of P. aeruginosa isolates of clinical and environmental origin

[5].

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

A total of 56 clinical and 20 environmental P. geruginosa isolates
were studied. Clinical strains were isolated by the Servei de Micro-
biologia of the Hospital Universitari de Bellvitge (Barcelona, Spain).
Environmental isolates were obtained from samples of water and
fomites in the hospital setting, as described elsewhere [5]. All bac-
teriological media were obtained from Scharlab, S.L. (Barcelona,
Spain).

2.2, Minimum inhibitory concentration determination

Antimicrobial susceptibility testing was performed using
the microdilution method in Mueller-Hinton broth following
the guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) [15,16]. The following antimicrobials were tested:
piperacillin; piperacillin/tazobactam; ticarcillin; aztreonam; gen-
tamicin; tobramycin; amikacin; trimethoprim/sulfamethoxazole;
ciprofloxacin; ofloxacin; ceftazidime; cefepime; meropenem;
imipenem; and ampicillin. Antibiotics were purchased from Sigma
Chemical Co. (5t Louis, MO), except for cefepime, which was from
Bristol-Myers Squibb (Rueil-Malmaison, France). For some strains,
the disk diffusion method with Mueller-Hinton agar was also per-
formed. Disks were purchased from Oxoid Ltd. (Basingstoke, UK).
Strains were classified as susceptible or resistant following the CLSI
guidelines [15].

2.3, Plasmid isolation

Two strategies were used to obtain plasmids from the strains.
In the first, conventional plasmids were detected by the alka-
line lysis method described by Feliciello and Chinali [17]. Briefly,
cells were lysed with sodium hydroxide/sodium dodecyl sulphate
(NaOH/SDS), followed by precipitation of the cell lysate with 2M
potassium acetate/1 M acetic acid, and precipitation of the resulting
supernatant with isopropanol. Finally, the precipitate was treated
with RMase and was once again precipitated with isopropanol. The
second method, for detecting megaplasmids, consisted of pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE) of genomic DNA using the method
described by Barton et al. [ 18]. Briefly, bacteria were embedded in
agarose gel and were lysed using a rapid protocol. After this, plugs
were incubated with 51 nuclease (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
and were subjected to PFGE in agarose gels in a CHEF-DR 11l unit
(Bio-Rad, Hercules, CA) for 14 h at 14°C and 6 V/cm with pulse times
of 45s, and for 6h at 14°C and 6V[cm with pulse times of 25s,
Electropherograms were visualised by ethidium bromide staining
as described elsewhere [5].

2.4. Detection and analysis of integrons

DNA extraction for integron detection was performed by a
modification of the method described by Lévesque et al. [11].
Briefly, strains were grown overnight in 10mL of brain-heart
infusion (Scharlab, S.L.) with 10% glycerol in the presence of a
selective antibiotic at 37°C. After diluting the culture 1:5 with
distilled water, the bacterial suspension was boiled for 10 min
and was then centrifuged at 12000 x g for 2min. The super-
natant was used for PCR analysis. PCR was carried out in a
100 pL. volume containing 250 uM dNTP (Fermentas), 2.5 pmol
of each primer (5'CS, 5'-GGCATCCAAGCAGCAAG-3'; and 3'CS, 5'-
AAGCAGACTTGACCTGA-3') (Invitrogen, Camarillo, CA), 1= PCR
buffer, 3mM MgCl,, 1U Tag DNA polymerase (Fermentas) and
30 L of freshly prepared bacterial suspension. Amplification was
achieved as follows: initial denaturation at 94°C for 12min, fol-
lowed by a three-step profile of 94 °C for 1 min, 55°C for 1 min and
5min of extension at 72°C for a total of 35 cycles; 5s were added
to the extension time at each cycle. A final extension at 72°C was
carried out for 5min and following this step all completed reac-
tions were maintained at 4°C. All reactions were performed in a
GeneAmp® PCR System 2700 thermal cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA). PCR products were electrophoresed at 100V for
1.30h on a 0.7% (w/v) Tris-borate-EDTA buffer (TBE) agarose gel
and viewed by ethidium bromide staining as described elsewhere.

2.5. DNA sequencing and analysis of sequence data

Sequence data for the amplicons were obtained with primers
5'CS and 3'CS. For isolates PA110514, PA116136, P18 and P4, it was
necessary to design additional internal primers in order to amplify
variable regions of integrons [for cassettes InAl[InP18, primers
5-A18L (GTGCAGAGAATGATCAGC), 5'-A18L2 (CCTCCACATCGTG-
GAA)and 5-A18LR (TCTGTGGCGATGCACCA); and for cassette InP4,
primer 5-Ad4L (CTCCATAAGGTCATTGAGCA)]. PCR products were
purified with a MinElute® PCR Purification Kit (QIAGEN, Crawley,
UK) prior to sequencing. An ABI PRISM BigDye® Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit and ABI PRISM® 3700 DNA
Analyzer were used (Applied Biosystems). Database searches were
conducted using the basic local alignment search tool (BLAST) [19].

3. Results and discussion

The genetic relationship between some of the isolates studied
was analysed previously both by PFGE and polyacrylamide gel elec-
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Table 1

Susceptibility of 76 Pseudomonas aeruginosa isolates to the antimicrobial agents tested.

Susceptibility % of isolates

TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GEN TIC AMP cip
Susceptible 80.3 51.3 56.6 60.5 40.8 G65.8 48.7 579 829 539
Intermediate 11.8 26.3 31.6 7.9 53 53 1.8 26 79 1.0
Resistant 7.9 224 11.8 316 539 289 39.5 39.5 92 45.1

TZP, piperacillin/tazobactam; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; ATM, aztreonam; IPM, imipenem; MEM, meropenem; GEN, gentamicin; TIC, ticarcillin; AMP, ampicillin; CIP,

ciprofloxacin.

trophoresis (PAGE) of OMPs showing a first cluster including four
strains (three of clinical and one of environmental origin), a second
cluster that also included clinical and environmental isolates, as did
a third cluster,

An additional cluster with a high degree of diversity was formed
only by environmental isolates, although distance suggested a poor
relationship amongst them. Thus, measurement of genetic diver-
sity by PAGE of OMPs disagrees with results from PFGE. Assuming
that the outer membrane constituted a permeability barrier with a
key role in antibiotic resistance, only some OMP combinations were
expected to survive in hospitalised patients. Therefore, in this case
selective pressure acted in the opposite manner, leading to lower
diversity amongst clinical isolates, although genetic diversity as
measured by PFGE was higher in this group [5].

Susceptibility to antimicrobials as percentage resistant, inter-
mediate and susceptible strains is shown in Table 1. When the
presence of plasmids was explored either by alkaline lysis or 51-
PFGE, all strains gave negative results, Thus, although we cannot
confirm that these isolates are plasmid-free, it is feasible that the
presence of plasmids is rare, which suggests that all the integrons
found are on the chromosome.

The search for class 1 integrons by PCR using primers 3'CS and
5'CS, which led to the amplification of only the variable region (gene
cassettes), resulted in the detection of class 1 integrons in 26 of the
56 clinical isolates.

Environmental strains were free of resistance and were com-
pletely integron-free, This observation may be a consequence of
the lower capacity of these strains to acquire integrons or may
simply imply that they do not interact withintegron-bearing organ-
isms. The prevalence of class 1integrons amongst isolates decreases
significantly as their origin lies progressively further from human
influence. We thus conclude that antibiotics exert the main pres-
sure that selects for and maintains the integrons.

Amongst integrons, class 1 integrons have received the great-
est attention. They have been proposed to be largely involved in
the dissemination of antibiotic or disinfectant resistance amongst
clinical isolates; in fact, ca. 75% of clinical isolates carry at least one
integron of this class [8,9].

The largest amplicon (3000 bp) was found in strain P4, whereas
in P1 and P18 amplicons of ca. 2500 bp were detected, whilst iso-
lates cc, cd and 28 gave amplicons of ca. 1000 bp. Isolates 7, 19,
22,30, 33, 69, 76, 77, 87, 93, 99, cm, cn, co and B" had integrons
giving amplicons of ca. 750 bp. lsolates cb, 17 and 26 showed the
smallest amplicons (ca. 200 bp). Finally, PA110514 and PA116136
(an imipenem-resistant derivative of PA110514) showed two PCR
products in each strain, thereby suggesting the presence of two
integrons in each; the amplicon lengths corresponding to the sizes
of the variable regions were 2500bp and 400bp. Gene cassettes
were not detected in all the integrons (Table 2).

Direct sequencing of the variable region revealed that 18 strains
carried only one resistance gene involved in aminoglycoside resis-
tance. The most prevalent cassettes amongst isolates were those
encoding aminoglycoside adenyltransferase (aad).

The cassette most commonly found in integrons was aadB
(strains 7, 19, 22, 30, 33, 69, 76, 77, 87, 93, 99, c¢m, cn,

co and B'). This cassette encodes for the aminoglycoside-2'-
0-adenyltransferase that confers resistance against kanamycin,
gentamicin and tobramycin. aadA7 was present in three strains (cc,
cd and 28) and encodes for aminoglycoside adenyltransferase con-
ferring resistance to streptomycin and spectinomycin. Sequencing
revealed a high prevalence of genes conferring resistance to strep-
tomycin and spectinomycin in the integrons, The former is used in
clinics (e.g. to treat tuberculosis) and the second has been widely
used as a growth promoter in food-producing animals. These uses
thus result in an increase in selective pressure [20,21].

Sequencing of amplicons from strains P1, P4, PA110514,
PA116136 and P18 revealed that the variable region contained a
cassette array with various open reading frames (ORFs). The cas-
sette array of P1 had three ORFs, all involved in aminoglycoside
resistance; aadB encoding aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase
that confers resistance to kanamycin, tobramycin and gentamicin;
and aadAll encoding aminoglycoside-3'-adenyltransferase that
confers resistance to streptomycin and spectinomycin. The third,
named orfE, encodes an aminoglycoside-2"-adenylyltransferase
that belongs to the conserved bacterial family pfam10706 and
superfamily ¢111303. The proteins included in these two fam-
ilies are involved in resistance to kanamycin, gentamicin and
tobramycin and remove the synergism between aminoglycosides
and cell wall-active agents. This cassette array also occurs in the
integron In2345 (AY758206) of P. aeruginosa strain PA2345, iso-
lated in the University Hospital of Besangon (France) [22], and
both integrons share 100% identity for aadB and orfE and 98%
for aadA11. Furthermore, the high similarity between sequences
from bacterial isolates from different geographic regions suggests
frequent global and cross-species spread of this cassette com-
plex.

Strain P18 contained a cassette array with three ORFs, oifL, tetR
and orf], in that order, and its variable region was identical to that
of the largest amplicon present in strains PA110514 and PA116136.
orfl encodes a phage integrase-like protein with an identity of
79% with the protein already described in plasmid pKLC102 [23].
This orf is overlapped with tetR, which belongs to the TetR family
of transcriptional regulators involved in the transcriptional con-
trol of multidrug efflux pumps, pathways for the biosynthesis of
antibiotics, response to osmotic stress and toxic chemicals, control
of catabolic pathways, differentiation processes and pathogenic-
ity [24]. Cassettes are preferentially integrated adjacent to the att/1
site, but recombination events do not always occur as predicted (for
example because of unusual recombination between an attl site and
an attC site), thus creating a potential fusion of two adjacent gene
cassettes [25]. orf] encodes a hypothetical protein with conserved
domains belonging to the family pfam06977 and to the superfam-
ily cl06158. These two families represent a conserved region ca.
100 residues long within a number of hypothetical bacterial pro-
teins that may be regulated by 5diA, a member of the LuxR family
of transcriptional regulators, orf] is inserted in an inverted position
with regard to the promoters, thus there may be no transcription
of the putative protein.

The smallest amplicon present in strains PA110514 and
PA116136 was an integron that lacked integrated gene cassettes



L. Ruiz-Martinez et al. / International Jouwrnal of Antimicrobial Agents 38 (2011) 398-402 401

Table 2

Characteristics of integrons and their gene cassettes identified in the integron-carrying clinical isolates.

Isolate Amplicon length (bp) Integron Cassette(s) Protein encoded

Ce 1000 Inl8 aadA7 Aminoglycoside adenyltransferase

Cd 1000 Inl9 aadA7 Aminoglycoside adenyltransferase

28 1000 Inl28 aadA7 Aminoglycoside adenyltransferase

7 740 Inl7 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

Cm 740 Inl13 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

Cn 740 Inl34 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

Co 740 Inl35 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

19 740 Inl19 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

22 740 Inl22 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

30 740 Inl30 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

B 740 InB aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

33 750 Inl33 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

69 750 InlG9 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

76 750 Inl76 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

77 750 Inl77 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

87 750 Inl87 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

93 750 Inl93 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

99 750 Inl9g aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase

ch 200 Inl2 No gene -

17 200 Inll7 No gene -

26 200 Inl26 No gene -

Pl 2500 InP1 aadB Aminoglycoside-2'-0-adenyltransferase
orfE Aminoglycoside-2"-adenylyltransferase
aadATl Aminoglycoside-3'-adenyltransferase

P18 2500 InP18 orfl Putative phage integrase
etk TetR
orff Putative protein, function unknown

P4 3000 InP4 aac(&' )-11 Aminoglycoside & -N-acetyltransferase
blip, [B-Lactamase
aadA2 Aminoglycoside-3"-0-adenyltransferase

PA110514 2500 In141 orfl Putative phage Integrase
tetR TetR
orf] Putative protein, function unknown

400 Inl142 No gene -

PA116136 2500 In361 orfl Putative phage integrase
tetR TetR
orf] Putative protein, function unknown

400 In362 No gene -

but contained 5'-CS and 3'-CS, like the one in strains cb, 17 and
26. These empty structures may represent a reservoir that could
confer bacteria the capacity to adapt rapidly to the environment
by means of the acquisition of antibiotic resistance genes, amongst
others, thus allowing selective advantage. Alternatively, the lack of
integrated genes cassettes may be a consequence of the excision
of previously integrated cassettes from the integron when antibi-
otic selective pressure is diluted in the environment, thus integrons
could bein contact with, and even be acquired by, any strain, but not
retained when selective pressure disappears. Recently it has been
demonstrated that the expression of gene cassettes is regulated by
an SOS response control [26] and antibiotic resistance genes can
be silenced at no biological cost until they are required. However,
these ‘empty’ structures appear to be indicators of the absence of
sustained antimicrobial pressure,

The integron carried by P4 (Fig. 1), designated InP4 from its gene
content, included aacA4, also called aac(6')-I (aminoglycoside 6'-
N-acetyltransferase ), downstream of the attl1 recombination site,

cassette array

3-C5

el

intl 1 aac(@)-Il blaPlb aadA2 of5 gqaclEAT sull

Fig. 1. Schematic representation of the cassette array contained in the variable
region of the integron found in Pseudomonas aeruginosa P4, Inserted gene cassettes
are indicated by grey arrows. The arrows show the direction of transcription of
genes.

directly followed by the B-lactamase gene blapy, coding for PSE-
1/CARB-2, and the adenyltransferase gene aadA2. The AAC(6)-11
family of enzymes provide resistance to tobramycin, netilmicin,
kanamycin and gentamicin, AAC(6")-11is not only the most common
AAC(E") but also the most common AAC in P. aeruginosa and is thus
a significant determinant of gentamicin and tobramycin resistance
in this organism. blap, coding for PSE-1/CARB-2 carbenicillinase
confers resistance to the B-lactams piperacillin, carbenicillin and
ticarcillin, The last gene, aadA2, encodes for aminoglycoside-3"-
0-adenyltransferase that confers resistance to streptomycin and
spectinomycin. It has been argued that the common use of -
lactams and aminoglycosides for the clinical treatment of humans
has contributed to the simultaneous presence of gene cassettes
encoding 3-lactamases and aminoglycoside-modifying enzymes in
the same integron. Furthermore, the genes of this cassette, and also
the complete cassette array, show high sequence identity (99%)
with strains from distant countries such as China (P. aeruginosa
strain PA466, GenBank accession no. F]J817423.1), Portugal (P.
aeruginosa In99 and In100; GenBank accession nos. DQ219465.1
and AY560837.1 [27]) and Italy [28], amongst others,

The observation that geographically diverse P. geruginosa strains
have acquired the same or a highly similar cassette array suggests
that contact with yet unidentified bacterial reservoirs contributes
to the evolution of this pathogen towards multiresistance in
Europe, This contribution is possibly by means of horizontal trans-
fer of the complete integron structure. Antibiotics are used on a
large scale in other ecological niches, for instance in animals for
food production. In this context, these antibiotics may also con-
tribute as sources or reservoirs of integrons carrying resistance
genes [29].
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Moreover, several studies have examined normal commensal
microbiota from apparently healthy people, and high resistance
rates to several antimicrobial agents have been observed. Thus,
these bacteria could act as a reservoir for drug resistance genes
recruited by pathogens under antibiotic pressure [30].

Integrons that contain gene cassettes provide a powerful vehi-
cle for the rapid horizontal transfer of resistance across bacterial
populations and thus could contribute to the sudden increase in
the prevalence of multidrug-resistant infections in a community.
The distribution of identical genes in organisms isolated from peo-
ple living in disparate geographic regions indicates that they were
more likely infected by organisms already harbouring such gene
cassettes that originate in non-human reservoirs. That is, there
appears to be a global ‘epidemic’ of mobile drug resistance genes,
possibly spread by globalisation of trade.

The variety of structures found amongst class 1 integrons after
more than half a century of antibiotic usage bears testament to the
genetic flexibility and adaptability of the bacterial genome under
environmental stress, characteristics that make these microorgan-
isms ultimate survivors.

In conclusion, we propose that class 1 integrons are transient
elements that foster antibiotic resistance in clinical environments,
but not in the absence of antibiotic selective pressure. If this were
the case, a decrease in antibiotic usage may lead to a significant
reduction in the carriage of integrons amongst P. aeruginosa strains.
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Clonal dissemination of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa (MDRPA) is a major
concern worldwide. The aim of this study was to explore the mechanisms leading to the
carbapenem resistance of an MDRPA clone. Isolates were obtained from a surgical wound,
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sputum, urine and a blood culture. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed high genomic
homogeneity of these isolates and confirmed the circulation of an endemic clone belonging to
serotype O4. Outer membrane protein (OMP) bands were visualized by SDS-PAGE, meropenem
accumulation was measured in a bioassay and integrons were detected by PCR. Efflux pumps
were studied for several antimicrobial agents and synergic combinations thereof in the presence
or absence of both carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) and Phe-Arg-fi-
naphthylamide (PAfN) at final concentrations of 10 and 40 mg I, respectively. On OMP
electrophoretic profiles, MDRPA showed a reduction of outer membrane porin D (OprD) and PCR
demonstrated the presence of a class 1 integron with a cassette encoding aminoglycoside
adenyltransferase B (aadB). Meropenem accumulation was slightly higher in bagilli than in the
filamentous cells that formed in the presence of antibiotics. Overexpression of the efflux pump
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MexAB-OprM and a functional MexXY-OprM were detected in all isolates.

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa frequently causes infections that
develop in wound and burn patients and in the severe
respiratory tract infections commonly seen in cystic fibrosis
patients. In many countries, a major cause of concern is the
increasing prevalence of infections caused by isolates of
multidrug-resistant P. aeruginosa (MDRPA). Controlling
the spread of MDRPA, enlarging the therapeutic arsenal
used to fight these infections and reducing the mortality of
infected individuals (Woodford et al, 2011; Cabot et al,
2012) are currently important goals of microbiological
surveillance. However, a serious challenge to these efforts is
that some of the classic antimicrobial drugs as well as

Abbreviations: AadB, aminoglycoside adenyltransferase B; CCCP,
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone; EPI, efflux pump inhibitor;
IVR, integron variable region; MDRPA, multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa; OM, outer membrane; OMP, outer membrane protein; OprD,
outer membrane porin D; PAJN, Phe-Arg-f-naphthylamide; PFGE,
pulsed-field gel electrophoresis.

The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the nucleotide
sequences of class 1 integrons are JF714096.1, JF718319.1,
JFT2T7876.1 and JFT42758.1.

several of the newly available drugs are no longer effective
against MDRPA since many strains are resistant (Kanj &
Kanafani, 2011).

The high level of antibiotic resistance in P. aeruginosa
involves several mechanisms, including the overexpression of
active efflux systems, the production of modifying enzymes, a
decrease in outer membrane (OM) permeability and
structural alterations of topoisomerases II and IV, involved
in quinolone resistance (Strateva & Yordanov, 2009).

Carbapenems such as meropenem and imipenem are potent
broad-spectrum antimicrobial agents used to treat MDRPA
infections. These antibiotics bind to critical penicillin-
binding proteins, thereby disrupting growth and structural
integrity of the bacterial cell wall. However, the resistance of
non-fermenting Gram-negative bacteria, including P. aeru-
ginosa, to imipenem and meropenem is increasing (Nicolau,
2008). Among the mechanisms implicated in resistance are
diminished cell-wall permeability, the overexpression of
intrinsic efflux systems and the production of carbapenem-
hydrolysing f-lactamases.

In P. aeruginosa, one of the main mechanisms of
carbapenem resistance is a reduction of OM permeability
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through alterations in or decreased production of outer
membrane porin D (OprD). This porin allows the cellular
entry of carbapenems, and especially of imipenem (Farra
et al., 2008).

Imipenem has no effect on the shape of P. aeruginosa
whereas meropenem induces alterations that give rise to
filamentous cells. Previous in vitro studies showed that
these morphological changes depend on the concentration
of meropenem and the antibiotic exposure period
(Trautmann et al., 1998).

Horii et al. (1999) demonstrated that meropenem leads to
the release of greater amounts of endotoxin than induced
by other carbapenems. In P. aeruginosa, resistance to
carbapenems, other fi-lactam antibiotics and aminoglyco-
sides is strongly related to the production of several
enzymes, especially fi-lactamases, carbenicillin hydrolysing
f-lactamases, extended-spectrum fi-lactamases (ESBL),
class D fi-lactamases (oxacillinases), metallo-fi-lactamases
(MBLs) carbapenemases and aminoglycoside-modifying
enzymes (Strateva & Yordanov, 2009). In MDRPA, some of
these antibiotic-resistance genes are clustered in a cassette
carried by a class 1 integron (Llanes et al, 2006).
Nonetheless, mechanisms other than low OM permeability,
f-lactamases and genetic elements are needed to explain
the intrinsic and acquired resistance of P. aeruginosa. For
example, the elevated expression of genes encoding multi-
drug efflux pumps frequently produces high levels of
antibiotic resistance in Gram-negative bacteria (Nikaido,
1998). Studies with clinical isolates, including epidemic
clones, support the role of these pumps in multidrug
resistance (Morita ef al., 2012). Indeed, in P. aeruginosa ten
such pumps (excluding metal cation transporters) belong-
ing to the resistance—nodulation—division (RND) family
have been identified (Woodford et al,, 2011; Falagas et al.,
2006). Accordingly, a new molecular approach to block
efflux and thereby restore drug susceptibility in resistant
clinical strains is via efflux pump inhibitors (EPIs). The
recently discovered inhibitor Phe-Arg-f-naphthylamide
(PASN), which is highly effective against P. aeruginosa
efflux mechanisms, reverses fluoroquinolone resistance and
has potent broad-spectrum activity (Pages et al., 2005).

Given the multiple routes of bacterial resistance, the aim of
the present study was to examine some of the resistance
mechanisms used by MDRPA isolates derived from a clone
endemic to our hospital.

METHODS

Bacteria, media, antibiotics and EPls. MDRFPA isolates 459, 133,
162 and 527 (serotype O4), belonging to a clone endemic to Hospital
del Mar (Barcelona) and isolated, respectively, from sputum, a
surgical wound, urine and a blood culture between 2005 and 2008
were used to explore mechanisms leading to carbapenem resistance.
The clone was confirmed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
of a spel DNA digest using the method described by Maslow et al.
(1993), with some modifications. Strain P. aeruginosa ATCC 27853
served as the control in electrophoresis and in susceptibility testing.

Ceftazidime, ciprofloxacin, carbonyl cyanide m-chlorophenylhydra-
zone (CCCP) and PafiN were purchased from Sigma Chemical Co.
Meropenem was from Astra Zeneca UK Ltd, imipenem from Merck
and tobramycin from Fagron Iberica. All bacteriological culture
media were from Scharlab.

Drug susceptibility testing. Susceptibility to the antimicrobial
agents was determined using the broth microdilution method in
Mueller-Hinton broth, as recommended by the CLSI (CLSI, 2010),
and expressed as MIC. The breakpoints were those recommended by
the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2011).

OM isolation. OMs were isolated from 100 ml of stationary-phase
cultures. Harvested bacteria were suspended in 30 ml of Ringer 1:4,
centrifuged at 6000 g at room temperature for 15 min and suspended
in 30 ml of 10 mM HEPES (pH 7.4). The suspended cells were
disrupted at a pressure of 30 kPa (Constant Cell Disruption Systems)
followed by sedimentation at 3000 g for 15 min at 21 °C to remove
any remaining whole cells. Whole membranes were harvested by
centrifugation at 60000 g for 90 min at 21 “C, The pellet, containing
the OMs, was suspended in 2 ml of 1% sodium lauryl sarcosinate in
10 mM HEPES (pH 7.4), incubated at room temperature for 20 min
and centrifuged at 60000 g for 60 min (Puig et al., 1993).

Proteins contained in the resulting supernatant were resolved by SDS-
PAGE following a modification of the Laemmli method (Laemmli,
1970). Sizes were determined using a molecular marker from Bio-Rad.

Bi y of s accumulation. Accumulation of the
antibiotic was measured in a turbidimetric assay based on the method
of Rodriguez et al. (2004), performed as follows: 1 day before the
assay, 20 ml of Mueller-Hinton medium in a 20 mm x 200 mm glass
tube was inoculated with a loop of E. coli ATCC 25922 from a 24 h
stock culture and incubated for 16-18 h at 37 “C. The inoculum was
prepared by transferring 13 ml of this overnight culture to 1 1 of assay
broth. One millilitre of each working standard solution (concentra-
tions range from 0.01 to 25 mg meropenem 1 ') and 1 ml of each
sample dilution was inoculated into each of two sterile glass tubes.
One to two tubes containing 1 ml of phosphate buffer pH 4.5 were
included as controls, Two tubes containing 1 ml of a 7% phenol
solution were used as blanks. Nine millilitres of inoculum was then
added to each tube; they were then incubated in a water bath at
3740.2 °C for 2-4 h. Bacterial growth was stopped by the addition of
1 mlof a 7% phenol solution. Absorbances at 550 nm were measured
in tubes containing the highest to the lowest concentration of working
solution. The sample dilution readings were then translated into the
equivalent levels of the working standards. A standard curve was
prepared of log absorbance versus concentration using the mean
turbidity of each pair of tubes. Total protein was measured using the
Pierce BCA protein assay kit (Thermoscientific).

Detection and analysis of class 1 integrons. DNA for integron
detection was extracted using a modification of the method described
by Lévesque et al. (1995). Briefly, 200 ul of a bacterial culture grown
in 4 ml of brain heart infusion/10 % glycerol at 30 “C overnight was
added to 800 pl of distilled water and boiled for 10 min. The cell
suspension was centrifuged at 12000 g for 2 min, with the
supernatant used for PCR analysis. PCR was performed in 100 pl
volumes containing 30 pl of template DNA and 70 pl of PCR mix
[2.5 pmol oligonucleotides, 1 U Tag DNA polymerase, 200 pM
deoxynucleoside triphosphate, 3 mM MgCl,, 10 mM  Tris/HCl
(pH 8), 50 mM KCl, 0.001% gelatin, distilled water; Fermentas)
and the appropriate primers (Invitrogen). The three-step reaction was
performed in a thermal cycler as follows: 1 min of denaturation at
94 °C, 1 min of annealing at 55 "C and 5 min of extension at 72 "C
for a total of 35 cycles. All completed reactions were maintained at
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Table 1. MICs (mg I™") of ATCC 27853 and MDRPA strains determined by a microdilution method

Clinical breakpoints, according to European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2011): imipenem, susceptible <4 mg

17", resistant =8 mg |~ '; meropenem, susceptible <2 mg 1", resistant =8 mg 1~ '; ciprofloxacin, susceptible <0.5 mg 1™, resistant >1 mg 1™ ;
tobramycin, susceptible <4 mg 1", resistant =>4 mg 1™'; ceftazidime, susceptible <8 mg 1™ ', resistant =8 mg 1 "
Strain 459 133 162 527 ATCC 27853
Drug Family MIC (mg 17")
Imipenem Carbapenem 8 8 8 8 1
Meropenem Carbapenem 8 8 8 8 2
Ciprofloxacin Fluoroquinolone 64 64 64 64 0.5
Tobramycin Aminoglycoside 32 64 64 64 0.5
Ceftazidime Cephalosporin 128 64 64 64 4

4 “C. The PCR products were subjected to electrophoresis (85 V for
2 h) in a 0.7 % agarose gel and then visualized by staining the gel with
ethidium bromide.

DNA sequencing and submission. The MinElute PCR purification
kit (Qiagen) was used to purify the PCR products representing
integron variable regions (IVRs). The purified amplicons were
sequenced using the ABI PRISM BigDye Terminator version 3.1
cycle sequencing ready reaction kit and the ABI PRISM 3700 DNA
analyser (Applied Biosystems).

Sequences were compared using BLAST software, available online
(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Efflux-pump-mediated fluoroquinolone resistance. To establish
the prevalence of efflux-pump-mediated fluoroquinolone resistance
in the MDRPA strains, MICs were determined in assays performed in
96-well microtitre plates. The twofold standard broth microdilution
method, using Mueller—Hinton broth and carried out with or without
a fixed concentration of the efflux inhibitor PASN, was employed in
these experiments (Kriengkauykiat et al, 2005). Ciprofloxacin was
tested at 11 concentrations (128-0.125 mg 1) and PASN at 40 mg
17", A confirmation test was also performed.

To measure active efflux under different environmental conditions,
parallel growth inhibition assays using the EPIs PASN and CCCP
were carried out according to Fenosa et al. (2009).

Detection of a functioning MexXY-OprM efflux pump. To detect
the presence of a functioning MexXY-OprM efflux pump in the
MDRPA strains, the MIC of the aminoglycoside tobramycin was
determined in 96-well microtitre plates. The twofold standard broth
microdilution method, using Mueller-Hinton broth, in the absence
and presence of 40 mg 1! PAfN, was used (Mao et al., 2001).

Effect of PABN on antimicrobial activity. A chequerboard titration
assay was carried out to assess the interaction of ceftazidime or
meropenem  with tobramycin  (0-128 mg 17'), alone and in
combination with 40 mg 17! PASN.

RESULTS

Drug susceptibility testing

MIC data for the ATCC 27853 and MDRPA isolates for
several antimicrobial agents are shown in Table 1.

Electrophoresis of outer membrane proteins
(OMPs)

Fig. 1 shows the electrophoretic profiles of OMPs from the
MDRPA strains and from ATCC 27853. The only apparent
difference was a relative reduction in the OprD (46 kDa)
band in the MDRPA strains.

Bioassay of meropenem accumulation

In the presence of a high meropenem concentration (4 x
MIC), the normally coccobacillic P. aeruginosa was able to
survive as long undivided filaments. When antibiotic
pressure was withdrawn, the cells returned to their original
shape (Fig. 2). Meropenem accumulation was 15 % higher
in the normal cells than in the filamentous cells.

Detection of class 1 integrons

Amplifications from all MDRPA endemic clones yielded a
750 bp PCR product (Fig. 3a). The class 1 integrons mapped

kDa ATCC 459 133 162 527

Fig 1. SDS-PAGE of OMPs of P. aeruginosa ATCC 27853 and
MDRPA strains. Positions of molecular mass standards are shown
on the left.

http://jmm.sgmjournals.org
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Fig. 2. Effects of a high-concentration of meropenem on P. aeruginosa cell shape. (a) P. aeruginosa rods grown without antibictic. (b)
P. aeruginosa rods grown with 4x MIC of meropenem. (c) P. aeruginosa rods after removal of antibiotic pressure. Scale bar, 10 pm.

from these strains were identical and carried only one resistance
gene, for aminoglycoside adenyltransferase B [aadB, also
called ant(2")-1a], contained in a cassette. The enzyme encoded
by this gene is involved in aminoglycoside resistance (Fig. 3b),
specifically to gentamicin, kanamycin and tobramycin.

Efflux-pump-mediated fluoroquinolone
resistance

All MDRPA strains had a ciprofloxacin MIC of 64 mg 1 '
and were thus interpreted as resistant. The efflux pump
overexpression phenotype was defined based on at least a
twofold decrease in the ciprofloxacin MIC when deter-
mined in the presence of PASN and was observed in all
MDRPA strains (Fig. 4).

In the presence of PAfIN (40 mg 1Y), efflux inhibition was
detected for all of the tested antibiotics except tobramycin, a
PAJN antagonist. By contrast, CCCP (10 mg 1! concen-
tration), despite its apparent efflux-inhibiting activity, caused
bacterial death, even in the absence of antibiotics, indicating
its toxicity for P. aeruginosa (Fig. 5a, b).

Detection of a functioning MexXY-OprM efflux
pump

Although all of the MDRPA strains had a high tobramycin
MIC, in the presence of 40 mg 1~ ' PASN their sensitivity to
this antibiotic increased, as evidenced by a significant
increase in the MIC (Fig. 6).

(b)

z |l
U N ORNDRO

-

0.5

Variable region
3-CSs

5-CS

<

e

intlt aadB

orf5 gacEA1  sult

Fig. 3. (a) PCR amplification, using the 5'-CS and 3'-CS primers, of variable regions of integrons from MDRPA isclates. The
PCR products were separated by electrophoresis in 0.7 % agarose. Lane 1, 1 kb DNA ladder; lane 2, P. aeruginosa 459; lane
3, P. aeruginosa 162; lane 4, P. aeruginosa 527, lane 5, P. aeruginosa 133. (b) Schematic representation of a class 1 integron
with an aadB gene cassette; arrows show direction of transcription of genes.
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80 1

MIC (mg I=1)

459 Cip 459 Cip
+PABN

70 1

60 1

50 1

40 1

30 1

20 A . .

10 1

04 . , , . . . . !

133 Cip 133 Cip
+PABN

162Cip 162 Cip
+PABN

527 Cip 527 Cip
+PABN

Fig. 4. Effects of inhibition of efflux by the EPl PASN on ciprofloxacin susceptibility; all the strains were tested over the same
range of ciprofloxacin concentrations (0.125-128 mg I™") with and without PASN, and showed significant decreases in MIC

with the EPI. Error bars indicate 5D of three experiments.

Effect of PAfIN on antimicrobial activity

The addition of PASN resulted in only negligible reduc-
tions in the ceftazidime and meropenem MICs, in contrast
to the antagonistic effects of tobramycin and ceftazidime or
tobramycin and meropenem regardless of the f-lactam
concentration (Table 2).

DISCUSSION

The P. aeruginosa strains examined in this study were
resistant to all of the antimicrobials tested (Table 1),
including carbapenems, and were therefore considered as
MDRPA, i.e. resistant to at least three different classes of

antimicrobial agents, mainly aminoglycosides, carbape-
nems, antipseudomonal penicillins, quinolones and cepha-
losporins (Falagas et al,, 2006). The increasing emergence
of MDRPA strains is a cause for concern as it compromises
the therapeutic options for treating infections with these
bacteria. At the same time, it highlights the importance of
developing alternative approaches, such as the use of drug
combinations or EPIs, and of identifying novel anti-
pseudomonal agents (Lomovskaya & Watkins, 2001).

The homogeneity of the PFGE profiles of the tested isolates
confirmed the existence of an endemic P. aeruginosa clone
in our hospital. A similar scenario was described by
Koutsogiannou ef al. (2013), who also reported the clonal

(a) 25
2.0
1.5
o
&
1.0
o]
0.5
0
0 1 2 3 4 5 6 8
Time (h)
(b) 25
2.0
1.5 Fig. 5. (a) Growth inhibition assay of an
2 MDRPA using PAfIN as an EPI. (b). Growth
g 1.0 inhibition assay of an MDRPA using CCCP as
an EPI. 4, ciprofloxacin; B, ciprofloxacin plus
0.5 EPI; A, EPI alone; %, P. aeruginosa without
antibiotic or EPI. Data presented are repres-
0 entative of those obtained from three inde-
0 1 2 3 4 5 6 8 pendent assays performed on three
Time (h)

independent cultures.
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350 4
300 1
250 1
200 1
150 1
100 1

“l
0-

MIC (mg I-1)

459 Tob 459 Tob
+PABN

133 Tob 133 Tob
+PABN

527 Tob 527 Tob
+PABN

162 Tob 162 Tob
+PABN

Fig. 6. Effects of the efflux pump inhibitor PASIN on tobramycin susceptibility; all the strains were tested over the same range of
tobramycin concentrations (0.25-256 mg |™'), and showed antagonism with PABN (40 mg I™"). Error bars indicate s of three

experiments.

dissemination of MDRPA in a university hospital. Indeed,
the inter-hospital spread of MDRPA clones in Spanish
hospitals other than ours was recently determined,
emphasizing the need for measures to prevent the clinical
dissemination of these isolates (Cabot et al., 2012).

We observed that the survival of P. aeruginosa in the
presence of high concentrations of meropenem (4 x MIC)
coincided with a change in its shape, to long undivided
filaments. When antibiotic pressure was withdrawn the
bacteria returned to their normal shape. According to these
findings, meropenem accumulation in P. aeruginosa seems
to differ depending on cell shape. Both Trautman et al.
(1998) and Horii ef al. (1999) described the meropenem-
related induction of filamentous forms in P. aeruginosa and
suggested that these morphological changes depended on

the length of exposure to the antibiotic and on the growth
phase. Several studies have focused on the relationship
between morphology and the amount of endotoxin
released by P. aeruginosa exposed to carbapenems, but
none has examined meropenem accumulation as a
function of bacterial morphology. The bioassay used in
this study, designed to measure meropenem accumulation,
was able to detect small differences in antibiotic concen-
trations, which allowed us to identify the slightly greater
accumulation of meropenem in normally shaped bacilli
than in those that became filamentous in the presence of an
antibiotic concentration fourfold higher than the MIC.
However a more precise interpretation of these data awaits
further studies. Meropenem has a high affinity for
penicillin-binding protein 3, a bacterial protein involved
in the final steps of cell-wall synthesis. During bacterial

Table 2. MICs of synergic combinations of antibiotic with and without PAfIN

Meropenem and ceftazidime were tested at concentrations between 0,125 and 256 mg 1™,

Fixed concentration PafN (mg 17") Meropenem MIC (mg 17") Ceftazidime MIC (mg 17")
tobramycin (mg 17")
Strain Strain

459 133 162 527 459 133 162 527
0 0 8 8 8 8 128 64 64 64
1] 40 4 B 4 4 32 32 32 32
8 0 0.5 1 1 1 4 2 4 4
8 40 8 8 8 16 32 32 64 32
16 0 0.125 0.5 0.25 0.5 0.125 0.5 1 1
16 40 8 8 8 8 32 32 32 32
32 0 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125
32 40 8 8 8 8 8 32 32 32
64 0 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125
64 10 8 8 8 16 16 32 32 16
128 0 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125
128 40 8 4 8 8 16 32 32 16
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division, the inhibition of penicillin-binding protein 3
prevents the separation of daughter bacteria (Weiss et al.,
1999) and leads to the formation of long filaments. These
altered cells have a non-functional penicillin-binding
protein 3 but are able to survive for relatively long periods,
and under appropriate conditions resume their original
morphotype. Thus, morphological changes may at least
partially explain the failure of antibiotic treatments in
infected patients, since exposed cells can survive as long
rods and serve as the origin of recidivisms when their
‘normal’ morphology is restored.

The reduction of OprD seen in all MDRPA isolates
compared to the wild-type strain (ATCC 27853) may also
account for the decreased susceptibility of the isolates to
imipenem and meropenem. However, in vivo quantitative
determinations of the actual role of the OM and porins in
the presence of antibiotics are difficult, since both the
physiological state of a bacterium and OMP expression
depend strongly on the environmental conditions. Studies
have reported that downregulation of the oprD gene and
inactivation of the OprD protein contribute, respectively,
to imipenem resistance and to a reduction in meropenem
susceptibility (Veiga-Crespo et al, 2011; Rodriguez-
Martinez et al, 2009). In view of these studies,
intermediate susceptibility or resistance to imipenem can
be ascribed to OprD inactivation alone whereas more
complex mechanisms apparently underlie meropenem
resistance, including the overexpression of AmpC and of
several efflux pumps. Meropenem activity is clearly
affected by two of these pumps, MexAB-OprM and
MexXY-OprM (Poole, 2004). Ikonomidis et al. (2008)
found that in populations of P. aeruginosa exhibiting
carbapenem heterogeneity, efflux is upregulated following
an increase in mexB and mexY gene transcripts and
reduced expression of OprD (46 kDa). We found that
these heterogeneous strains also produce the oxacillin-
hydrolysing enzymes OXA-1 and OXA-2, which contrib-
ute to carbapenem resistance (unpublished data).

Based on our experiments using the inhibitor PAfN, the
phenotype of the MDRPA isolates was found to include
both the overexpression of MexAB-OprM and a function-
ing MexXY-OprM efflux pump. However, the unexpected
results obtained with CCCP rule out the use of this
inhibitor in studies of P. aeruginosa and thus perhaps in
other strictly respiratory bacteria. Both structural changes
in target enzymes and active efflux are relevant mechanisms
leading to fluoroquinolone resistance in P. aeruginosa
(Nakajima et al., 2002). Similarly, MexXY-OprM over-
expression has been related to carbapenem resistance. Mao
et al. (2001) reported that PASN antagonizes aminoglyco-
side activity only in strains containing a functioning
MexXY-OprM, with antagonism greater in strains expres-
sing high levels of this efflux pump. The negligible
reductions in the meropenem and ceftazidime MICs of
our MDRPA strains in the presence of PASN is
understandable because MexAB is an efficient pump for
both antibiotics (Drusano et al., 2009).

Many reports have suggested the convenience of ‘rescuing’
traditional antibiotics to devise synergistic combinations of
antimicrobials that could be used to treat infections by
multidrug-resistant micro-organisms. Although combina-
tions of tobramycin and either ceftazidime or meropenem
were shown to be synergistic (Blumer er al., 2005), their
efficacy in our MDRPA strains with respect to efflux pump
overexpression could not be determined because of the
remarkable antagonism of tobramycin by PASN irrespect-
ive of the antibiotic concentration.

Furthermore, we found two mutations in the studied
strains, one in parC and the other in gyrA (unpublished
data). These results correlate with the observation that
quinolone resistance in Enterobacteriaceae is generally
caused by a cooperative effect between mutations in the
gyrA and parC genes and efflux pumps, mostly acrAB
(Ikonomidis et al., 2008).

Nonetheless, P. aeruginosa resistance is complicated since
many mechanisms are involved, including integrons and
gene cassettes. Class 1 integrons are a common presence in
MDRPA, since among all isolates reported thus far those
resistant to less than three agents are intll-negative,
whereas isolates resistant to more than two agents are
intl1-positive (Nemec et al., 2010). All of our MDRPA
strains had a class 1 integron containing the gene cassette
array aadB, associated with resistance to kanamycin,
gentamicin and tobramycin (Azucena & Mobashery,
2001). This type of integron was found previously in some
clinical P. aeruginosa strains obtained from Bellvitge
Hospital, Barcelona, and studied in our laboratory (Ruiz-
Martinez et al., 2011). However, this integron has been
described not only in Spain but also in hospitals in Iran,
where among MDRPA isolates from five hospitals 78 %
had an integron containing aadB. Amplifications of the
IVRs of class 1 integrons from these isolates confirmed the
high prevalence of class 1 integrons with a limited diversity
of gene cassette arrays, including aadB, aadA6-orfD and
blaOXA10-aacA4 (Shahcheraghi et al., 2010).

Syrmis et al. (2008) also determined a high prevalence of
the class 1 integron-associated aadB gene cassette in P.
aeruginosa, isolated from a population of cystic fibrosis
patients in Australia. However, some of the strains carrying
the aadB gene were nonetheless tobramycin sensitive. Thus,
the position of the aadB gene alone does not confer
tobramycin resistance. In Brazil, 106 P. aeruginosa clinical
isolates were analysed and none of the class 1 integrons
detected included the aadB gene cassette (Fonseca et al,
2005). Other studies showed that some class 1 integrons
with more than one resistance gene also contained aadB.
For instance, many MDRPA isolates (serotype O4) from
various hospitals in the Czech Republic and Hungary
shared an IVR with the gene cassette array aadB-aadAl3,
suggesting recent international dissemination. In China
and Iran, several P. aeruginosa clinical isolates carried the
aadB gene cassette array (Nemec ef al., 2010; Shahcheraghi
et al., 2010; Chen et al., 2009).

http://jmm.sgmjournals.org

1323



E. Fusté and others

Although integron-associated gene cassettes harboured by
P. aeruginosa can vary among different geographical
locations (Syrmis et al, 2008), the clonal dissemination
of MDRPA strains remains an important problem, with
effective measures required to prevent their transmission.
Multidrug-resistant bacteria serve as hosts not only of
integrons but also of other genetic elements, such as
transposons and plasmids, involved in the development of
antibiotic-resistance phenotypes. Consequently, bacteria
containing these elements are extremely effective vehicles
for their broad dissemination (Woodford et al., 2011).
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Summary. The attachment of Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 28213 onto six different
materials used to manufacture dental implant abutments was quantitatively determined after 2 and 24 h of contact between the
materials and the bacterial cultures. The materials were topographically characterized and their wettability determined, with
both parameters subsequently related to bacterial adhesion. Atomic force microscopy, interferometry, and contact angle
measurement were used to characterize the materials’ surfaces. The results showed that neither roughness nor nano-roughness
greatly influenced bacterial attachment whereas wettability strongly correlated with adhesion. After 2 h the degree of £. coli
attachment markedly differed depending on the material whereas similar differences were not observed for S. aureus, which
yielded consistently higher counts of adhered cells. Nevertheless, after 24 h the adhesion of the two species to the different test
materials no longer significantly differed, although on all surfaces the numbers of finally adhered E. coli were higher than those
of S. aureus. [Int Microbiol 2013; 16(4):235-242]
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Introduction a crucial role in disease pathogenesis [6]. Among all known
biofilms occurring in pathologic settings, those in the oral
cavity provide a good model system and as such have been

extensively studied [13]. Oral biofilms are formed by a wide

Bacteria can grow as sessile forms (biofilms) on almost all sur-
faces and under almost any environmental condition. In most
variety of gram-positive and gram-negative bacteria species
and are a consistent feature of oral infections, mainly caries,
periodontitis, and endodontitis, but they are also involved in
infection-related implant failures, so-called peri-implantitis

infectious diseases, particularly those arising from infected im-
plants and medical devices, bacterial growth as biofilms plays
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[23]. The adhesion and development of microbial biofilms de-
pend upon the characteristics of the microbes that form them,
but also on the environmental conditions. Chemical and sur-
face properties such as roughness, nano-roughness, and wetta-
bility are relevant in controlling bacterial adhesion [28].
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One of the main goals of oral implantology is to signifi-
cantly reduce the risk of infection, e.g., by altering the local
environment such that it is less favorable for bacterial biofilm
formation. Accordingly, the elucidation of the mechanisms
underlying bacterial adhesion, colonization, and biofilm de-
velopment on prosthetic devices and implant surfaces is cur-
rently an area of great interest in both clinical and biomedical
research. From a biomechanical engineering standpoint, the
physical properties of implant surfaces can be optimized by
taking advantage of recent progress in both materials science
and nanotechnology. By modulating cell-substrate interac-
tions, for example, the biological response of the infectious
agent can be determined [2,23,27].

The effect of surface topography on cell attachment has re-
ceived significant attention, with several recently published stud-
ies highlighting the critical role in cellular adherence played by
nanotopography [19,20,22]. Nano-engineered surfaces can di-
rectly influence bacterial behavior, as shown in studies demon-
strating that these cells align in the anisotropic direction of micro-
scale ridges and grooves [14]. Based on these findings, a possible
approach to restrict biofilm formation involves the use of materi-
als whose surface properties hinder biofilm development, par-
ticularly in the early stages of implantation [13]. Different strate-
gies can be adopted to achieve this purpose, such as by altering the
nanoscale surface topography. However, there is no consensus
regarding whether increased surface roughness correlates either
positively or negatively with the extent of bacterial attachment.
Clearly, materials enhancing biofilm formation should be discard-
ed even if they have excellent mechanical properties.

Metals, ceramics, polymers, and composites are currently
used to manufacture prosthetic implant abutments. Among
these materials, glass fiber-reinforced composites (glass-
FRC) are a promising low-cost alternative to metal alloys,
metal ceramics, and ceramic restorations. Indeed, in the last
few years glass-FRCs have been used successfully in a variety
of dental applications [1,10]. Implant-supported fixed pros-
theses of glass-FRC may also offer a suitable alternative
[5.11], but the potential and limitations of this promising ma-
terial have not been adequately evaluated.

A few studies have specifically examined the effect of the
nanoscale morphology of dental implant abutment materials,
and especially titanium, on surface-bacteria interactions in vi-
tro. However, little is known about the extent of bacterial at-
tachment on nanometrically characterized implant abutment
surfaces, whether of titanium or other metals. Experimental
approaches to explore topography with respect to bacterial
adhesion include experimental bacteriology, atomic force mi-
croscopy (AFM), interferometry, and wettability measure-

ments. In this study, we analyzed and compared the surface
properties, roughness, and wettability of six test materials
used in the manufacture of implant abutments in terms of the
adhesion of the gram-positive bacterium Staphylococcus au-
reus and the gram-negative bacterium Escherichia coli. Our
aim was to evaluate the biocompatibility of glass-FRC and the
potential application of this material in dentistry.

Materials and methods

Dental materials. Disks 10 mm in diameter and 2 mm thick were manu-
factured from each of six different implant abutment materials. The tested
materials were: (i) Cast cobalt-chromium disks obtained from acrylic resin
patterns (Pattern Resin LS, GC Corp.) and invested with phosphate-bonded
investment material (CM-20 Cendrex+Métaux, Biel/Bienne, Switzerland) as
indicated by the manufacturer (BEGO, Bremer Goldschligerei Wilh. Herbst,
Bremen, Germany). Casting was accomplished using Co-Cr Wirobond C al-
loy (BEGO). After melting and casting by induction (Ducatron Série 3
UGINDentaire, Seyssins, France), the disks were sandblasted with 110-pm
aluminum oxide particles (Korox, BEGO) under 3 bar pressure to remove
oxide films and residual investment. (ii) Selective laser meled (SLM) Co-Cr
disks (BEGO). Both the cast and the SLM Co-Cr disks were polished in three
stages: (a) using a hard rubber disk at 15,000 rpm; (b) then with a soft rubber
disk at 15,000 rpm, and (c) using a soft brush with a polishing paste at 1400
rpm. Each polishing phase lasted 90 s. (iii) Machined and polished titanium
grade V disks (Klockner-Soadco, Andorra). (iv) Zirconia (Y-TZP) disks
(Dentisel, Barcelona, Spain). (v) Glass-FRC disks, prepared from rods (Bioloren,
Saronno, Varese, Italy). And (vi) polyetheretherketone (PEEK) disks, pre-
pared from rods (Teknimplant, Barcelona, Spain). All disks were handled by
their lateral walls, They were gently cleaned using a cotton pellet with etha-
nol and dried under warm dry air.

Surface characterization. The disk surfaces were analyzed by three
different methods: (i) Atomic force microscopy. It was carried out with an
AFM XE-70 (Park Systems, Korea) in non-contact mode. The rectangular-
shaped cantilever (ACTA Si-cantilevers, Park Systems) had a force constant
of 40 N/m, a resonance frequency of 300 kHz, and a tip radius with a curva-
ture of <10 nm. All AFM varables, including scan rate and set point, were
optimized for the type of sample measured. Scan areas were 5 x 5 pm?, with
a scan rate of 0.6 Hz and a resolution of 256 = 256 pixels. AFM images were
processed using a scanning probe image processor XEI (Park Systems), cor-
recting the plane of the AFM image for possible coupling of the lateral plane
and the z-axis, caused by the instrument. The height, area, and volume of the
surfaces were determined via polygon/ellipse/circle methods, in which a suit-
able shape is best fitted to the image. The average surface roughness (Ra) was
calculated. (ii) White light interferometry; the specimens were visualized on
a white light interferometer microscope (LeicaSCAN DCM3D, Leica Micro-
systems, Switzerland), which is a computerized optical interference micro-
scope operating in the vertical scanning interferometry mode and producing
a topographic image. The objective used was Leica N Plan H 50x/0.50, with
an Mirau-interferometer objective lens and an image resolution of 250.64 =
190.90 pm?. Images were analyzed using the software Leica map DCM 3D
6.2.6561 version (Leica Microsystems); the threshold was set to 1.0% and the
Gauss filter to 25 pm. Ra was determined. And (iii) surface wettability meas-
urements; they were conducted by measuring the contact angle using the ses-
sile water-drop method [13,24]. Briefly, 10 pl of MilliQ-quality water was
dropped onto the center of each specimen using an injector. Digital photo-
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Table 1. Bacterial adhesion expressed as colony-forming units (CFU)/mm? (average of 16 determinations). SLM, selective laser

melted; PEEK polyetheretherketone

Staphvlococcus aureus

Escherichia coli

Material CFU/mm?(2 h) CFU/mm?(24 h) CFU/mn (2 h) CFU/mn?? (24 h)
Cast Co-Cr 1.82 % 107 7.74 % 10° 6.38 x 10! 4.46 % 10°
SLM Co-Cr 1.14 % 102 6.38 % 10° 4.56 4.92 % 10°
Titanium 118 = 102 6.83 x 10 1.41 > 100 7.84 x 108
Zirconia 342 % 1° 337 % 10° 1.00 % 10! 492 %100
GF-reinforced composite 2.64 % 107 415% 10° 273 % 107 4.24 % 10°
PEEK 1.00 % 10 5.92 % 10¢ 251 % 10 5.65 % 10°

graphs were taken (Nikon D70) and the resulting images were analyzed using
IMAT software (CCIT, Barcelona, Spain). Sixteen samples were measured in
each group, with each disk measured twice.

Bacterial strains and culture media. Two collection bacterial
strains were used to assess the adhesion properties of gram-negative and
gram-positive bacteria on the test materials: Escherichia coli strain ATCC
25922 and Staphylococcus aureus strain ATCC 28213, respectively. Both
strains were maintained on trypticase soy agar (TSA, Sharlau, Barcelona,
Spain) plates. Adhesion experiments were carried out using two colonies se-
lected from the plates to inoculate trypticase soy broth (TSB, Scharlau). The
cultures were incubated at 37 °C in a rotary shaker at 240 rpm in air for 18 h,
at which time they had reached the late exponential phase of growth,

Adhesion experiments. Disks to be used in the bacterial assays were
sterilized in an autoclave (121 °C, 15 min). The above-described overnight
cultures were diluted in TSB to the desired concentration (10°colony forming
units [CFU]/ml in TSB}), as determined spectrophotometrically. For the adhe-
sion experiment, the disks were covered with a suspension of the bacterial
culture and incubated at 37 °C with gentle (60 rpm.) shaking. samples were
taken 2 and 24 h later, processing the disks by washing them four times in
Ringer’s 1/4 to remove unattached bacteria and then placing them in test
tubes containing 1 ml of Ringer’s 1/4. The tubes were submerged in an ultra-

Table 2. Roughness values as d
PEEK, polyetheretherketone

d by interfi

sonic water bath for 3 min, vigorously vortexed for 1 min, and then treated
ultrasonically again for 3 min to release the surface-attached bacteria. Serial
dilutions (10°to 10°7) of these suspensions were used to inoculate agar plates,
which were incubated for 48 h. Colonies were then scored and counted. The
detachment of biofilm-forming bacteria from the disks was monitored by mi-
croscopic visualization of the disks after sonication and vortexing.

Atomic force microscopy imaging. Bacteria were cultured in lig-
uid media in which disks of tested materials were submerged; disks were then
washed four-fold by using Ringer’s 1/4 and allowed to dry on air. Samples
were imaged in air by using an atomic force microscope XE-70 [Park Sys-
tems]. All images were collected in non-contact mode by using rectangular-
shaped silicon cantilevers with a spring constant of = 40 N/m and a resonance
frequency of £300 kHz. The upper surface of these cantilevers (the opposite
side of the tip) is coated with aluminium to enhance the laser beam reflectiv-
ity. The data acquired during the surface scanning were converted into im-
ages of topography, amplitude and phase: and analysed by using XEP and
XEI software (Park Systems). On topography images, it becomes possible to
observe the shape, structure and differences of the sample surface, amplitude
images accentuating the edges gives roughness and height information. Fi-
nally, the phase images show variations in elasticity and viscoelasticity of the
sample. The four types of image were simultancously acquired with scan size
of 25 pm? at a scan rate of 0.6 Hz.

v and atomic force miscroscopy. SLM., selective laser melted:

Roughness

White light interferometry

Manoroughness

Atomic force interferometry

Material Ra (pum) Ra (nm)
Cast Co-Cr 0.0776 48
SLM Co-Cr 0.0388 14
Titanium 0.0474 29
Zirconia 0.108 136
GF-reinforced composite 0.553 236
PEEK 0.113 59
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the tested materials gave quite similar angles: SLM Co-Cr
Results (85° 4"), Titanium (84° 23') and PEEK (89° 75"), whereas the

Bacterial adhesion of gram-positive S. aureus and gram-neg-
ative E. coli onto disks of the tested materials were compared.
The results are summarized in Table 1. Surface roughness,
determined as the mean arithmetic surface roughness (Ra),
was characterized by interferometry and AFM, as shown in
Table 2. The angles formed between water and the test materi-
als resulted to be as follows: the lowest angle (75° 64") was
formed on zirconia, followed by cast Co-Cr (79° 71"); three of

Cast Cobalt- Chromium

W )

r

¥ e U0
25 30 o

Titanium grade V

glass-FRC

M

)
[ERTTT

Selective Laser Melted Co-Cr

Y-1ZP

highest value corresponded to GF-reinforced composite (113°
36"). A set of selected images showing the surface roughness
are presented for comparison in Fig. 1 (interferometry) and
Fig. 2 (AFM).

Imaging of bacterial cells grown as sessile forms onto the
different tested material surfaces allowed to distinguish de-
tails concerning adhesion and morphologies. Fig. 3 shows two
AFM images of both E. coli and S. aureus when developing
biofilms onto glass-FRC.

e

Vo W0
[ rT

PEEK

Fig. 1. Interferometry images of the six surface
materials tested. (A) Cast cobalt- chromium.
(B) Selective laser melted cobalt-chromium.
(C) Titanium. (D) Zirconia (Y-TZP). (E)
Glass-FRC. (F) PEEK polyetheretherketone.
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Fig. 2. AFM imaging of the six surface =0
materials tested. (A) Cast cobalt-
chromium. (B) Selective laser melted =
cobalt-chromium. (C) Titanium. (D) 8
Zirconia (Y-TZP). (E) Glass-FRC. §
(F) PEEK polyetheretherketone. E

Discussion

The ability of bacteria to form biofilms is among the most
relevant factors in the pathogenesis of peri-implantitis and
periodontitis. Since both gram-positive and gram-negative
bacteria cause oral infections, in this study representatives of
each one (E. coli and S. aureus) were used to determine bacte-

rial adhesion to the six tested materials. Our primary aim was
to compare the efficiency of bacterial adhesion onto implant
abutments currently in use, especially glass-FRC in order to
assess its potential advantages. This focus reflects current in-
terest in glass-FRC as an alternative to traditionally used ma-
terials. A recent report, showed that the use of glass-FRC for
implant abutment or restoration material could significantly
reduce physical stresses in the bone-implant contact area by
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Fig. 3. AFM imaging on glass-FRC disks: (A) Staphylococcus aureus phase; (B) S. awreus topography; (C) Escherichia coli phase; (D) E. coli

topography.

acting as shock-absorbers and thus minimize the risk of even-
tual peri-implant bone loss [18]. However, there is still much
to be learned about the potential application of glass-FRC.
Progress in nanotechnology allows the design and production
of materials, including biomaterials, with surface properties
tailored to a given application. Today, one of the main focuses
of biomaterials research is the physico-chemical properties of
surfaces that determine bacterial adhesion [25].

In this study, the surface parameters of dental materials
were measured using three different methodologies. In sur-
face roughness analyses, we found important differences be-
tween the studied materials, with glass-FRC being significantly
rougher than the other biomaterials examined, both at micro-

and nano-scales. Interferometry measurements of surface
roughness showed higher values for glass-FRC than for either
zirconia (5-fold) or titanium (10-fold). Similar results were
obtained with AFM, which showed that the nano-roughness
of glass-FRC was twice that of zirconia and eight times that of
titanium. Nonetheless, the high Ra value of glass-FRC falls
within the clinically acceptable range [4,25] (Table 2). The
most highly polished surface was that of SLM chrome cobalt,
followed by titanium. This result contradicts a previous report
in which significantly greater differences in the Ra values of
similar materials, including laser sinterized chrome cobalt,
were reported, although in that study a profilometer was used
whereas our measurements were obtained with AFM [16].
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Likewise, zirconia was much rougher when assessed using
AFM rather than interferometry. The discrepancy could be
due to the well-recognized differences in roughness depend-
ing on the measurement method used and to the fact that zir-
conia surfaces are strongly affected by the material prepara-
tion procedure. In a recent study, glazing procedures were
shown to reduce the surface roughness of Y-TZP [20]. In our
study, AFM imaging demonstrated strong surface differences
between zirconia and cast Co- Cr, laser sinterized Co-Cr, and
titanium (Fig. 2).

There have been a few reports examining the relationship
between nanoscale topographical details and bacterial adhe-
sion. Microbial adhesion was shown to be sensitive to na-
noscale topography (commonly accepted with feature sizes
<100 nm) but universal rules of attachment have yet to be
determined. For example, some investigators have observed
that the attachment of certain bacteria is higher on surfaces
with nanophase than with conventional topographies [15,20],
while others have found a bacteria-repelling effect of nano-
phase materials [19]. Our results, like those of do Nascimento
et al. [7,8], do not provide insights into the relationship be-
tween roughness and bacterial adhesion.

In bacterial attachment, contact between the cell and the
surface is maximized. This process is aided by the ability of
bacteria to assume different morphologies and to alter the
number and size of their appendages, such as flagella or pili,
or the amount of capsular material depending on the topo-
graphical details of the target surface or the physiological
state or growth phase [14]. Gains in our knowledge of adhe-
sion properties have important implications for the bioengi-
neering of materials not only for use in the oral cavity but also
with respect to a wide range of medical devices.

Wettability is another key determinant of bacterial adhe-
sion efficiency. In our study, the degree of surface hydropho-
bicity positively correlated with the degree of surface rough-
ness, with the roughest surface exhibiting the highest surface
hydrophobicity. This correlation is in accordance with the
Wenzel model, which explains roughness-induced hydropho-
bicity [27], and with a 2011 study reporting similar rough-
ness-wettability correlations [15].

Our conclusions regarding bacterial adhesion are based on
experiments with two different bacterial species, S. aureus
and E. coli, as mechanisms of adhesion are strongly depen-
dent upon the structure of the bacterial envelope and thus re-
flect the two major types of biological and chemical organiza-
tion of the bacterial surface. Although our results cannot be
mechanistically extended to all microbes, large differences
with other oral pathogens are not expected. As seen from the

data in Table 1, the dependence of adhesion on the physico-
chemical properties of the test materials was already evident
after 2 h of incubation, since the most polished surface ad-
sorbed the lowest amount of bacteria and vice-versa. After 24
h, differences in bacterial adhesion to the test surfaces were
no longer significant, consistent with the findings in previous
reports [3, 9]. While at 2 h S. aureus adhered more efficiently,
by 24 h E. coli adhesion had increased.

Bacterial growth on glass-FRC was similar to that meas-
ured on titanium, confirming the results obtained in a previous
study [17].The absence of a difference between the different
surfaces may have been due to their wettability, since glass-
FRC, is less wettable than the other materials tested. More
research is needed assessing these aspects and other possible
factors that may have influenced the results.
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Ahstract

Aim: To visualize by Atomic Force Microscopy the alterations induced on Enterococcus. faecalis surface after
treatment with 2 types of laser: Erbium chromium:yttrium-scandium-gallium-garnet (Er.Cr:YSGG) laser and
Diode laser.

Material and Methods: Bacterial suspensions from overnight cultures of E. faecalis were irradiated during 30 sec-
onds with the laser-lights at 1 W and 2 W of power, leaving one untreated sample as control. Surface alterations on
treated E. faecalis were visualized by Atomic Force Microscopy (AFM) and its surface roughness determined.
Results: AFM imaging showed that at high potency of laser both cell morphology and surface roughness resulted
altered, and that several cell lysis signs were easily visualized. Surface roughness clearly increase after the treat-
ment with Er,Cr:YSGG at 2W of power, while the other treatments gave similar values of surface roughness. The
effect of lasers on bacterial surfaces visualized by AFM revealed drastic alterations.

Conclusions: AFM is a good tool to evaluate surface injuries after laser treatment; and could constitute a measure
of antimicrobial effect that can complete data obtained by determination of microbial viability.

Key Words: Atomic force microscopy, Er,Cr:YSGG laser, diode laser, Enterococcus faecalis, surface roughness.

Introduction

Biological diversity of oral microbiota is enormous in
terms of number of species. A few of these bacteria can
be 1solated from root canal infections (1), post-treatment
dental infections, and also from periodontal pockets (2).
It has been reported that Enterococcus faecalis is the

microorganism most commonly encountered in root ca-
nal infections after unsuccessful endodontic treatment
(3.4). The main goals of many dental therapies (perio-
dontal, endodontal, etc.) are to repair the afected region
and to achieve the elimination of these microorganisms
from root canals or crevicular region.
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Several irrigant solutions, mechanical instrumentation
and ultrasonic debridement are commonly used in the
endodontic treatment (5-7). However, the morphology of
root canal systems is extremely intricate and frequently
these conventional treatments fail. Thus, it 1s difficult
to guarantee the complete eradication of pathogenic
bacteria in areas of difficult access such as furcations
and concavities (8). Similar difficulties can be claimed
when looking at periodontal treatments. Recently, laser
irradiations have been introduced into endodontic treat-
ment as a suitable method to improve disinfection since
its bactericidal effect has been well established (8.9).
The Erbium, Chromium:Yttrium-Scandium-Gallium-
Garnet (Er,Cr:YSGG) laser and Diode laser, at wave-
lengths of 2,780 nm and 940 nm, respectively, are two
different light sources widely used in dentistry. Den-
tinal tubules and enamel prisms can act as light con-
ductors that keep the bactericidal effect of laser light
and increase penetration depth. Previous studies have
explored the antimicrobial effect of both types of la-
sers. These reports were performed in different models
of experimentally infected root canals (8.10.11). On the
contrary, periodontal region seems to be inert to laser
transmission.

Techniques such as Scanning Electron Microscopy
(SEM), Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)
and Atomic Force Microscopy (AFM), are being used
in dentistry research to characterize dentine, enamel
and biomaterial surfaces, as well as to study the effect
of laser treatments on tooth tissues and bacterial cells.
SEM provides two-dimensional images of large areas
of the surface, but is necessary previous dehydration
and fixation that can affect the properties of the stud-
ied material. CLSM techniques give three-dimensional
reconstructions of the subsurface of the samples with
a similar resolution than SEM acquired images (12).
AFM i1s a well-recognized powerful tool to visualize
biological samples at the sub-molecular level achieving
high-resolution images and the study of properties such
as surface roughness: it also gives information concern-
ing cell processes and interactions between microor-
ganisms (13). Additionally, it does not need any special
preparation of the sample that can produce alterations
on the structure, moreover imaging in Non-Contact
mode prevent any destruction of the sample. For this
reason, AFM was used 1n this work to visualize dam-
age on k. faecalis surface induced after treatment with
Er.Cr:YSGG laser and Diode laser.

Growth conditions, nutrient availability, and environ-
mental features inside the root canal are much more
unfavourable for microbial growth than laboratory me-
dia, at least ex vivo. Thus, the widely used experimental
strategy consisting in viable bacterial counts of survi-
vors can in fact, underestimate the real antibacterial ef-
fect of laser light since injured individuals in optimal

Injuries visualization by AFM

environmental conditions, such as those provided by
laboratory rich medium, can repair injuries and subse-
quently be able to form colonies whereas they would
be unable to survive inside the canals. In this context,
visualization of injuries caused in the bacterial surface
could be a tool to estimate the level of damage and sub-
sequently a useful approach to the clinical outcome of
laser irradiation. Although sodium hypochlorite (NaO-
Cl), the most commonly used irrigant solution in endo-
dontic treatment, seems to be a suitable method to exert
bactericidal effect in root canals on the basis of bacterial
counts, its toxicity for human cells should be taken into
account. In this paper, using AFM techniques, we were
able to obtain and compare imaging and roughness of
microbial surfaces of a bacterium that causes most of
the endodontic treatment failures.

Material and Methods

- Bacterial strain and culture media

E. faecalis, American Type Culture Collection (ATCC)
29212 was used to study and compare the effectiveness
of the two laser-light hased treatments. Trypticase soy
broth (TSB) was purchased from Scharlab (Barcelona,
Spain). Distilled water was used to wash cells.

- Laser-light types

We used two different light sources. Er,Cr'YSGG  la-
ser system (Waterlase MD; Biolase Technology, Irvine,
CA, USA) emits at a wavelength of 2.780 nm , in pulses
of 140 and 750 ms, and a repetition rate of 10-50 Hz.
Laser light is transferred from the source to the hand
piece through optical fibre. The hand piece was an MVP
(Biolase) and the tip was the radial firing tip (Waterlase
MD Endolase RFT; diameter = 200 um; length = 25
mm) designed for endodontic treatment (loss of pow-
er about 70%). Power was measured at the beginning
using a watt meter (Coherent Inc., Santa Clara, USA).
Tips were autoclaved before being used. 1 W and 2 W
of power (display) were applied, at 20 Hz (20 pulses/s);
thus, it was between 50 mJ and 100 mJ. Actual power
was calculated on the basis of 30% efficacy (based on
the diameter of the tip (200 pm), giving values of 0.3
W and 0.6 W, respectively (15 mJ and 30 mJ per pulse).
The diode laser (InGaAsP; Ezlase, Biolase Technology,
Irvine, CA, USA) emitting at a wavelength of 940 nm
was also used. It can operate in pulsed or continuous
mode and a repetition rate ranging from 0.06ms to 10
sec. It was provided of an endodontic tip (ezlip Endo,
14 mm / 200 pum). In this study we used it at 1 W or 2
W in pulsed mode with intervals of 1.0 ms and pulse
length of 1.0 ms.

- Experimental procedures

Bacteria were grown in 10 ml of TSB medium at 37°C
overnight. The cultures were then centrifuged at 7000
rpm for 10 min in a Hermle centrifuge model Z 230 MA
and then washed with distilled water. The tips of laser
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devices were submerged in the suspension and constant
and helical movements were made during 30 sec. Irra-
diation was performed in microtubes (PCR-02-A). The
co-axial water spray and air were switched off. I W and
2 W of power of Er,CriYSGG laser and Diode laser were
applied to 100 pl of the bacterial suspensions during 30
seconds. For cell immobilization and visualization under
atomic force microscopy. 10 ul of treated and untreated
bacterial suspensions were immediately transferred to
mica Grade V-4 slides (SPI Supplies, USA) and air dried
at room temperature in a dust-free environment.

- Atomic force microscopy visualizations

Samples were imaged by using an Atomic Force Micro-
scope XE-70 (Park Systems, Korea). All images were
collected in Non-contact mode by using pyramidal-
shaped silicon cantilevers with a spring constant of +
40 N/m and a resonance frequency of + 300 kHz. The
upper surface of these cantilevers (the opposite side of
the tip) is coated with aluminium to enhance the laser
beam reflectivity. The acquired data during the surface
scanning were converted into images of topography,
amplitude and phase: and analysed by using XEP and
XEI software (Park Systems, Korea). The Non-contact
mode provides topography, amplitude and phase im-
ages. On topography images it is possible to observe the
shape, structure and differences of the sample surface.
Furthermore, amplitude images highlight the outline
and allow the visualization of fine surface details of the
sample. Finally, the phase images show variations in
elasticity and viscoelasticity of the sample (14). AFM
images were simultaneously acquired with several scan
sizes (100 um?, 25 pm? and 6.25 pm?®) at a scan rate of’
0.3-0.5 Hz.

- Surface roughness

AFM was also used to measure the surface roughness
of treated and untreated cells. Roughness average (Ra)
was calculated from the acquired topography images
for every scan size and laser-light type. Ra represents
the average distance from the roughness profile to the
centre plane of the profile.

Results

- Visualization of E. faecalis treated with Er,Cr'YSGG
laser

AFM topography and amplitude images obtained after
treatment of E. faecalis suspensions with Er.Cr:YSGG
laser at both | W and 2 W, as well as AFM 1mages of
untreated bacteria are shown in figure 1. Topography
images gave information about surface and structure
differences whereas amplitude images allowed a better
observation of surface characteristics and fine details
(15). Comparing all AFM images, it was feasible to ob-
serve that after high potency of laser treatment, both
cell morphology and surface resulted altered. Images of
100 um? size (Fig. | topography images) were acquired

Injuries visualization by AFM

in order to obtain an overview of the sample, but do not
provide relevant information since it was not possible to
distinguish alterations in bacterial surfaces. On the con-
trary amplitude images of 25 um? and 6.25 pm? sizes
allowed the observation damages as cell morphology al-
terations and distortions on bacterial surfaces. Untreat-
ed E. faecalis cells appeared as typical coccoid shape
(Fig. 1a). In contrast, changes in surface morphology
and cell lysis signs were observed after treatment with
Er,CriYSGG at 1 W (Fig. 1b) and 2 W of power (Fig.
Ic). i.e. Stretch marks on the cell surface, bacterial wall
destruction and lose of typical cell morphology. In addi-
tion to these signs, leakage of intracellular content was
noticed on cells treated at 2 W of power (Fig. Ic), that
indicates that Er,Cr:YSGG at this power could cause
more damage on bacterial cells than at 1 W of power.

- Visualization of E. faecalis treated with Diode laser
Images provided by AFM microscopy of treated bacte-
rial cells with Diode laser at 1 W and 2 W of power
are shown in figure 2. Stretch marks on the cell sur-
face, leakage of intracellular content and lose of typi-
cal cell morphology were observed as a result of both
treatments. Moreover, in amplitude images of 6.25 pm?
scan size, some blebs and shape perturbations could be
clearly appreciated along the bacterial cell surface; it
seems feasible that this probably constitute another sign
of bacterial lysis. AFM images showed that Diode laser
could cause severe damages on F. faecalis cell surface,
at both 1 W (Fig 2a) and 2 W (Fig. 2b) of power.

- Surface roughness

In order to quantify the observed changes on bacterial
cell surfaces treated, roughness measurements were per-
formed by using the parameters provided by XEI software
(Park Systems, South Korea) from topography images
obtained previously at different scan sizes of 100 pm?,
25 um® and 6.25 pm?. Figure 3 represents mean surface
roughness values (Ra) of untreated E. faecalis, and the
same microorganism after treatment with Er,CrYSGG
and with Diode laser, both of them at 1 W and 2 W of
power. Analysing all obtained data, Er,Cri'YSGG laser
at 2W of power produces the highest increase of surface
roughness. By contrast, values of roughness obtained af-
ter the rest of laser treatments resulted to be similar as
those obtained in untreated E. faecalls.

Discussion

Microscopic techniques are being used in dentistry to
characterize several types of surfaces and also to ana-
Iyze quantitatively morphological changes on these
surfaces after treatment. Dentine examination , visuali-
zation of root canals colonized by E. faecalis, evalua-
tion of the eflect of several laser radiations on root and
enamel surfaces , and also the bactericidal effect of laser
treatments have been studied by SEM (16-19). CLSM
techniques have been used to analyse the subsurface of
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Fig. 1. AFM images obtained at difference scan sizes (100 pum2, 25 pm2 and 6.25 pm2) of untreated E. faecalis (a), after treat-
ment with Er.,Cr:YSGG laser at IW (b) and 2W of power (c). First column shows topography images. whereas amplitude images
are shown in second and third column. Stretch marks are represented by asterisks, bacterial wall destruction or lose of typical
cell morphology are represented by arrows, and leakage of intracellular content is represented by triangles.

enamel and dentine after laser-light treatments (20,21).
AFM has been recently introduced in dentistry as a sen-
sitive and non-destructive tool for dentine surface char-
acterization and quantification, to investigate mechani-
cal properties of the dentine as well as to image dental
tissue surfaces after laser-light treatments (16,22).

In this work, AFM was used to visualize the damage
induced on E. faecalis surfaces after treatment with two
different light sources, Er,Cr:YSGG laser and Diode la-
ser. Both types of laser are being used in oral medicine
and dermatology for surgical and antimicrobial pur-
poses. In 2010 we showed that Er,Cr:-YSGG laser could
be useful in dentistry to disinfect experimentally colo-
nized root canals (11). Moreover, diode laser radiation

gives similar results and, subsequently, is also useful
for similar purposes (8). AFM allows visualizing of mi-
crobial surfaces both in air and in liquid. Imaging in
liquid 1s more complicated from experimental point of
view, at least in part, due to the poor adhesion of micro-
bial cells to the substrate. This arise the noise during
scanning and the resolution of obtained images is un-
satisfactory (23). On the other hand, sample preparation
for air imaging is easier and this mode of imaging re-
veals the overall morphology and topographic features
of microbial cells surfaces that can be missed in liquid
imaging (24). We have performed AFM measures in air
as this mode of imaging is commonly used to evaluate
morphological changes in microbial surfaces caused by
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a)
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Fig. 2. AFM images obtained at a difference scan sizes (100 pm2, 25 pm?2 and 6.25 pm2) after treatment with Diode laser at IW (a) and
2W (b) of power. First column shows topography images, whereas amplitude images are shown in second and third column. Stretch marks
or lose of typical cell morphology are represented by asterisks. blebs are represented by arrows. and shape perturbations are represented

by triangles.

40000 |

20000 —

0.000
Ef CONTROL

Ef ERCR 1W B Ef ERCR 2W Ef DIODE 1W Ef DIODE 2W

| M100 pm2 64.647

71,214 111.891 91.689 57.210

| 25 pm2 53.800

46.424 96.696 60.952 52.373

W6.25 pm2 41.394

41.714 92.795 35.634 48.990

Fig. 3. Graphical representations of surface roughness (Ra) in nanometers, according to the surface scan sizes, laser type
and power used. Bars represented the standard error of the mean. Obtained values of mean surface roughness are shown

in the table below.
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several treatments (25,26). Moreover, imaging of un-
treated/control bacteria revealed neither morphological
changes nor increases in nanoroughness values.

When doing imaging by AFM of bacterial cell suspen-
sions of E. faecalis after treatment with both lasers at
different power (Fig. 1 and Fig. 2). it became clear that
both lasers caused severe damage on bacterial surfaces
as well as changes in bacterial morphology (size and
shape). In addition to this, cell lysis signs could be ob-
served in the AFM images acquired. Lee ef al. (19), us-
ing SEM, observed morphological changes in Strepro-
coccus mutans cells treated by a diode laser at several
powers. Severe damages on bacterial cells were cor-
related with high laser powers; SEM acquired images
revealed changes on lased bacteria such as loss of their
wall bands, disintegration and fusion of cells with pores
on the cell wall.

A relevant parameter to characterize the morphology of
surfaces is the determination of the surface roughness
(Ra), which represents the arithmetic average rough-
ness (27). Surface roughness increased greatly after
performing laser treatment. Moreover, a drastic effect
on the shape was observed; i.e. bacterial cells appeared
deformed and total lysis and leakage of cellular content
could be seen (Fig. lc, Fig. 2). This causes an increase
in the surface roughness of the area that can be detected
by AFM microscopy (Fig. 3).

When trying to correlate obtained AFM images, and
surface roughness data with bacterial damaging, treat-
ments with Er,CriYSGG laser at 2 W of power caused
the most apparent morphological effect on bacteria. Spe-
cifically when comparing all AFM amplitude images of’
25 um? and 6.25 um?®, we were able to observe remark-
able changes on surface and morphology, as well as
lysis signs in E. faecalis cells treated with Er,CrYSGG
at 2 W. Surface roughness data were higher after this
treatment as the other carried out in this study. Subse-
quently, one can assume that it could be the most effec-
tive treatment to eliminate and eradicate bacteria. The
effects produced by treatment with Er,Cr:'YSGG laser
at 1| W, Diode laser at IW and at 2 W of power, were
almost identical in respect of surface and shape induced
modifications.

These two lasers lights have the same photothermal ef-
fect despite their differences in the interactions with the
target tissue. Er,Cr:YSGG laser is strongly absorbed by
water, whereas water absorbs diode laser at a lesser ex-
tent. Moreover it has a high affinity for hydroxiapatite,
walter is vaporized by a photo-thermal effect and the ex-
pansion of water vapour generates a photo-mechanical
effect that could remove the smear layer on the denti-
nal surface, and also could disrupt intratubular bacte-
ria (10). In contrast, Diode laser is poorly absorbed by
tooth structures, the thermal effect of the radiation is
transmitted in depth through the dentine with a low in-
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teraction with it, allowing a photo-disruptive effect on
microorganisms present in the unreachable parts of the
tubular network (28). The results obtained in the present
study showed that Er,Cr:YSGG laser was more efficient
in bacterial elimination than diode laser, despite several
studies have reported higher bactericidal effect of the
last one (29). A possible explanation for the better bac-
tericidal effect of Er.Cr:YSGG laser found in this study
could be related with the fact that all experiments were
performed by using suspended bacteria, and the high
water content of suspensions instead solid media may
apparently enhance the Er,Cr:YSGG effectiveness.
When evaluating the antimicrobial effect of light most
authors have designed strategies on the basis of ex-
perimental colonization, followed by the recovery of
microbes and enumeration of surviving bacterial popu-
lations. In all cases, cultivation of microorganisms to
enumerate survivors is made in rich bacteriological me-
dia such as blood agar (30). The wide variety of complex
nutrients from blood agar supports the growth of most
bacteria facilitating the reparation of certain injuries
which are not enough to induce cell death. However,
growth conditions, nutrient availability, and environ-
mental features inside the root canal are much more
unfavourable for microbial growth. Thus, viable bacte-
rial enumeration in artificial media can underestimate
the real antibacterial effect of laser light, since to a cer-
tain extent bacterial cells with moderate damaging can
repair lesions and multiply which probably will never
happen into a root canal. In this study, we were able to
visualize E. faecalis surface injuries by AFM just after
treatment and perform a comparative study of microbial
surface roughness. Our results are agree with previous
studies, in which the effectiveness of Er,Cr:YSGG laser
against £. faecalis in infected root canals was evaluated
by cultivation to enumerate survivors. Wang ef al. (19)
reported that the reduction of FE. faecalis inside root
canals after treatment by Er,Cr'YSGG at | W and 2 W
of power was 77% and 96%. respectively. These find-
ings are in agreement with Yavari et al. (16), who dem-
onstrated that Er,Cr:'YSGG at 2 W and 3 W of power
was able to reduce the number of bacteria by 97.6% and
98.47%, respectively. According to the literature, the
Er,Cr:iYSGG laser at high power has shown an impor-
tant bactericidal effect against E. faecalis.

Conclusion

The AFM technique was useful to compare the effi-
ciency of two types of lasers commonly used in den-
tistry. It provided visualizations of topographical and
morphological changes on E. faecalis cells caused by
laser irradiation, and also quantitative information of
surface roughness. In this study. we can conclude that
Er,Cr:iYSGG at 2 W of power is the most effective in the
extent of injuries and damages produced on bacterial
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cell surfaces. Since bacteria infecting root canals tends
to form biofilm, further work to estimate the effect of
Laser therapies on the integrity of bacterial biofilm 1s
currently being developed. Further work 1s in progress
to demonstrate similar damage evaluation in bacteria
belonging to other taxa (Gram negative, Mycolata and
others).
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Abstract

Microbial biofilms in the oral cavity are involved in almost all infectious pathologies of
the oral cavity.,This has led to the search for novel therapies specifically aimed at
biofilm elimination. In this study, we used atomic force microscopy (AFM) to visualize
injurie and to determine surface roughnesss, as well as confocal laser scanning
microscopy (CLSM) to enumerate live and dead bacterial cells, and determinations to
examined the effects of photodynamic therapy (PDT) on Enterococcus faecalis
biofilms. The AFM images showed that PDT consisting of methylene blue and diode
laser or toluidine blue and LED light induced severe damage, including cell lysis, to E.
Jaecalis biofilms, with the former also causing an important increase in surface
roughness. These observations were confirmed by the increase in dead cells determined
using CLSM. Our results highlight the potential of PDT as a promising method to

achieve successful oral disinfection.

Key Words
Atomic force microscopy, Confocal laser scanning microscopy. Photodynamic therapy,

Enterococcus faecalis, Surface roughness.
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Introduction

A microbial biofilm is a three-dimensional, complex structure attached to a surface or
interface and comprising microorganisms embedded in an extracellular polymeric
matrix [1]. Although laboratory studies of biofilm formation and structure commonly
make use of monospecies biofilms, in nature, biofilms are frequently formed by more
than one species and in some cases by hundreds of species. An excellent example is oral
biofilms, referred to as dental plaques [3, 4]. These typically contain an enormous
variety of bacterial species, many of which are responsible for infections in the oral
cavity and even elsewhere in the body [2]. Dental caries, periodontal diseases,
endodontic infections, and numerous pathologies beyond the oral cavity have been
attributed to the proliferation of oral bacteria and their ability to form and participate in
stable polymicrobial biofilms.

Microbes living in a biofilm are subjected to environmental conditions that promote
behaviors clearly different from those of planktonic forms. Transcriptomics studies have
identified several genes that are over-expressed in sessile vs. planktonic bacteria
whereas other genes are down-regulated [5]. In addition, bacteria in biofilms are
typically much more resistant to antimicrobials than their planktonic counterparts [6],
although the latter are used in the clinical testing of susceptibility.

Oral bacteria grow exclusively (or almost) in biofilms. Thus, the main goal of oral
disinfection is biofilm destruction, together with elimination of the remaining viable
bacteria. Because of its anatomical complexity, the root canal system acts as a reservoir
of several bacterial species that grow in biofilms. Mechanical disruption and
antimicrobial therapies are currently the most frequently used methods to treat and
eliminate oral biofilms; however, the effectiveness of these strategies is limited by the
emergence of resistant microorganisms and the common persistence of a small
proportion of viable bacteria, both of which can largely if not completely regenerate the
community [7]. Consequently, there has been extensive research into the development
of alternative therapeutic methods, such as laser light treatments and photodynamic
therapy (PDT) [8, 9]. In the former, high-power lasers are used together with an
intracanal optical fiber first to kill the microorganisms by means of a photothermal
effect and then to disinfect areas unreachable by traditional endodontic treatments [10-

12]. However, high-power lasers may cause thermal injuries to dental tissues, such as
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dentin carbonization and cratering, root resorption, cementum melting, and periradicular
necrosis [13—15]. Thus, PDT, in which low-power lasers drive photochemical reactions,
has been suggested as a promising approach to fight oral infections without the
undesirable effects associated with temperature increases. PDT i1s based on the use of
photosensitizers, molecules that are activated by light in the presence of air. Activation
leads to the generation of highly reactive singlet oxygen and free radicals that have
cytotoxic effects on living cells [2]. Singlet oxygen is a diamagnetic form of oxygen and
is responsible for the damaging effects of sunlight on organic materials. It is usually
produced by means of photosensitizer pigments (most of them vital stains) and is stable
for over an hour at room temperature. PDT has been used to kill cancer cells and
bacteria, by exploiting their sensitivity to singlet oxygen. In principle, photosensitizers
can penetrate both gram-positive and gram-negative bacteria, without affecting host cell
viability [16]. Moreover, bacteria are unlikely to develop resistance to repeated
photosensitization [17]. Several studies have reported the successful use of PDT in
reducing bacterial counts in the root canal system, recommending it as an adjunctive
antimicrobial procedure in conventional endodontic treatment [18-21].

In this study, we examined the effects of PDT on biofilms of Enterococcus faecalis, a
gram-positive bacterium resistant to some antibiotics and frequently found in the oral
cavity of patients who have undergone root canal treatment. Our combined approach
consisted of atomic force microscopy (AFM), confocal laser scanning microscopy
(CLSM), and surface roughness determinations. The results highlight the potential of

PDT to achieve successful oral disinfection.
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Material and methods

Bacterial strain, culture conditions, and biofilm formation

E. faecalis, American Type Culture Collection (ATCC) 29212, was grown overnight in
20 ml of trypticase soy broth (Scharlau, Barcelona. Spain) at 37°C with orbital shaking
at 250 rpm. The culture was used to inoculate 24-well culture plates containing 2 ml of
growth medium to yield a bacterial concentration of 10° colony-forming units (cfu)/ml.
Each well contained a Thermanox coverslip previously coated with a 0.01% (w/v) poly-
L-lysine hydrobromide (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) solution to enhance bacterial cell
adhesion and to prevent biofilm removal during the experiments. The plates were

incubated at 37°C for 24 h under gentle shaking (60 rpm) to allow biofilm formation.

Photosensitizers and light sources

The photosensitizers tested in this study consisted of two dyes, toluidine blue O (TBO),
at 0.1 mg/ml, and 3,7-bis(dimethylamino)-phenazathionium chloride trihydrate
(methylene blue, MB), at 0.005% (w/v) in phosphate-buffered saline containing
hydroxymethylcellulose as a mucoadhesive viscosity agent (Periowave, Ondine
Biopharma, Vancouver, BC, Canada). Both TBO and MB are commonly used in oral
antimicrobial PDT. Their activities as potent photosensitizers against gram-negative
and gram-positive bacteria were previously documented [2].

A light-emitting diode (LED) lamp (FotoSan; CMS Dental, Copenhagen, Denmark),
emitting in the red spectrum with a power peak at 628 nm, was used as the light source
together with TBO. The LED lamp has an output power of 1000 mW, an intensity of
2000 mW/cm®, and an energy density of 20 J cm™ for 10 s. For MB, diode laser light
(Periowave; Ondine Biopharma, Vancouver, Canada) emitting at a wavelength of 670
nm served as the light source. It has a maximum output power of 140 mW and an

energy density of 21 Jem?.

PDT

The biofilms were gently washed with distilled water to remove non-adherent bacteria.
The experimental conditions were: (i) biofilms sensitized with TBO in darkness for 1
min, (ii) biofilms sensitized with TBO in darkness for 1 min and then treated with LED

for 30 s, (iii) biofilms sensitized with MB in darkness for 1 min, (iv) biofilms sensitized
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with MB in darkness for 1 min and then exposed to diode laser for 30 s. The controls
consisted of: (i) biofilms treated neither with photosensitizers nor with light sources, (ii)
biofilms treated only with the diode laser for 30 s, and (iii) biofilms treated only with
the LED lamp for 30 s. After treatment, all of the biofilms were gently washed with
distilled water and visualized by AFM and CLSM.

AFM imaging

Samples were imaged in air using an atomic force microscope XE-70 (Park Systems,
Korea). All images were collected in non-contact mode using pyramidal-shaped silicon
cantilevers with a spring constant of £40 N/m, a resonance frequency of +300 kHz, and
their upper sides coated with aluminum to enhance the reflectivity of the laser beam.
AFM images were simultancously acquired with several scan sizes (100 um?, 25 um?,
and 6.25 um?) at a scan rate of 0.3-0.5 Hz. Data acquired during surface scanning were
converted into images of topography, amplitude, and phase and then analyzed using
XEP and XEI software (Park Systems, Korea). Topography images reveal the shape and
structure of the sample as well as surface differences. Amplitude images highlight the
sample outline and allow visualization of fine surface details. Phase images show

variations in the elasticity and viscoelasticity of the sample [22].

CLSM imaging

Biofilms on the Thermanox coverslips were washed three times with distilled water to
remove loose bacteria and then stained using the LIVE/DEAD BacLight bacterial
viability kit (Molecular Probes, Eugene, OR). In this system, live bacteria stain with
Syto 9 to produce a green fluorescence whereas bacteria with compromised membranes
stain with propidium iodide to produce a red fluorescence. Images of the double-stained
biofilms were acquired using a Leica TCS-SL filter-free spectral confocal laser
scanning microscope (Leica Microsystems, Mannheim, Germany) equipped with a 488-
nm argon laser and 543-nm and 633-nm He/Ne lasers (Centres Cientifics i Tecnologics,
Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain) and a 63> oil immersion objective (1.4
numerical aperture) zoom 1, where the x, y, and z voxel size corresponded to 0.23 x
0.23 % 0.4 pm with an image resolution of 1024 x 1024 pixels. The pinhole size was
kept at the minimum setting (1.0-1.08 AU). Image saturation was prevented by
lowering the gain and offset in the brightest signal. Sequential scanning was carried out

for each channel.
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Surface roughness

AFM was also used to measure the surface roughness of the treated and untreated
biofilms. The roughness average (R,), defined as the average distance from the
roughness profile to the center plane of the profile, was calculated from the acquired

topography images for every scan size and treatment.

Bacterial enumeration

The CLSM images were analyzed using Imagel (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) to enumerate viable and dead bacteria, differentially stained as
described above. A thresholding procedure was cstablished for every image and a
watershed separation was applied to separate clusters of bacteria. Percentages of live

and dead bacteria in every treatment were determined.

Results

Visualization of PDT effectiveness

Representative AFM images of treated E. faecalis biofilms are shown in Figure 1. An
analysis of the AFM topography 3D-images showed that PDT induced severe
morphological and surface alterations of the biofilms as well as a broad spectrum of
injuries to the resident bacterial cells, whereas in the untreated biofilms E. faecalis
retained its typical coccoid shape (Fig. 1a). In the biofilms treated with TBO plus LED
(30 s), bacterial wall destruction, loss of the typical cell morphology, and leakage of the
intracellular contents were observed (Fig. 1f). The injuries to biofilms treated with MB
plus diode laser (30 s) were similar (Fig. 1g) but much more apparent. Neither TBO nor
MB alone was able to induce noticeable morphological alterations (Fig. 1d, e), as only a
small proportion of bacterial cells were even slightly affected. Conversely, light therapy

in the absence of the dyes caused slight changes in biofilm topography (Fig. 1b, c).

Surface roughness
Changes in the surface roughness of treated vs. untreated biofilms can be numerically

expressed using the XEI software and processing the topography images previously
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obtained at scan sizes of 25 pm’ and 6.25 pm’. Figure 2 shows the mean surface
roughness values (R,) of control and treated E. faecalis biofilms. PDT-treated biofilms
had high surface roughness values By contrast, the roughness values measured after
trcatment of the biofilms with the dyes or with cither light source alone were not

significantly modified.

CLSM

Enumeration of the viable and dead bacteria for every treatment showed a significant
increase in bacterial death in E. faecalis biofilms treated with PDT (Fig. 3). Neither of
the photosensitizers alone resulted in significant bacterial killing, as the proportion of
living bacteria in either case was identical to that in the negative controls. LED
treatment in the absence of photosensitizer had a slightly lethal effect, with
approximately 25 % of the individual cells exhibiting red fluorescence. Diode laser
treatment alone, at least at the power tested, was unable to kill bacteria. However, PDT,
caused significant bacterial injury, with almost 100 % lethality in the case of diode laser
plus MB and around 80 % in the case of LED plus TBO.

Representative CLSM images of untreated and PDT-treated biofilms are shown in Fig.
4. On the double-fluorescence images of living plus dead bacteria, the majority of the
cells in the untreated biofilms stained green (Fig. 4a), indicating a high level of bacterial
viability. In biofilms treated with LED plus TBO (Fig. 4b) or diode laser plus MB (Fig.
4c), most of the bacteria stained red, indicating significant bacterial killing. In these

PDT-treated images, orange-staining bacteria were considered to be damaged cells [23].
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Discussion

In the biofilm mode of growth, microorganisms firmly attached to a surface or interface
are enclosed in an extracellular polymeric matrix formed by polysaccharides, nucleic
acids, proteins, water, and cell debris. This matrix offers protection against host
defenses and often restricts the penetration of antimicrobial agents [1, 24]. Thus, for
infections of the oral cavity, in which the causative agents typically reside in biofilms,
conventional treatments are often ineffective. A therapeutic approach is therefore
needed that focuses on biofilm removal, the eradication of persistent cells, and the
decontamination of oral surfaces. PDT has been used to eliminate bacterial as well as
cancer cells. Recently, it has emerged as an alternative in the removal of oral biofilms
and thus in the prevention or amelioration of infections of the oral cavity.

In the present work, we used three different approaches, AFM, CLSM, and surface
roughness determination, to study the efficacy of PDT in the elimination of E. faecalis
biofilms formed on Thermanox coverslips. E. faecalis is commonly found in the root
canal system of the teeth, where its biofilm-type growth has been documented.

AFM is a powerful tool that, with easy sample preparation, provides high-resolution
imaging of microbiological systems [25], individual microbial cells [26], and microbial
biofilms [27]. It has also been used to study the mechanical and adhesive properties of
microbial cells [25]; to assess surface properties such as roughness, both in air and in
liquid [28]; to evaluate morphological effects of treatments, including those targeting
microorganisms [29]; and to study microbial cell processes and interactions [30].
However, a limitation of AFM is that under physiological conditions some structures
and morphological features, such as flagella or biofilm matrix components, are poorly
visualized by liquid imaging [26, 31-33] because of deficient adhesion of the microbial
cells to the substrate. This, in turn, generates sufficient noise during scanning such that
image quality is compromised [34, 35]. In our study, we used air-dried samples since
AFM imaging of dried microbial preparations is well established [32, 36]. The
advantages include easy sample preparation and high-resolution imaging of microbial
cell surfaces [37, 38]. AFM visualizations in air are commonly used to evaluate
morphological changes in treated vs. non-treated microbial surfaces [33, 38—43]. Thus,
it was the method of choice in the analysis of our air-dried treated and untreated

biofilms. Imaging of the latter revealed their normal morphology and low nano-
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roughness values throughout the incubation period. This result confirmed that the
significant morphological alterations and surface injuries observed in the treated
samples were produced by PDT and were not sample processing artifacts. Specifically,
AFM of the sensitized biofilms revealed that with TBO or MB alone only a small
proportion of bacterial cells showed bacterial wall perturbations (Fig. 1d, e). Similar
alterations were produced after treatment by light in the absence of dyes (Fig. 1b, c).
However, E. faecalis biofilms exposed to PDT (Fig. 1f, g), and particularly those treated
with MB and diode laser, showed severe alterations.

A relevant parameter to characterize surface morphology is the determination of surface
roughness, expressed as the arithmetic average roughness R, [44]. An increase in cell
surface roughness 1s indicative of a distorted cell morphology, bacterial wall
destruction, and leakage of cellular contents, all of which were observed in the PDT-
treated biofilms, thus confirming the AFM findings. The surface roughness data also
showed that the greatest damage occurred in biofilms exposed to MB and diode laser
(Fig. 2). In irradiated cells, photosensitizers may cause alterations to membrane
integrity and thus also damage cytoplasmic components [45]. These results support the
use of PDT to destroy E. faecalis biofilms.

CLSM was used to assess bacterial viability in biofilms subjected to PDT or to the
photosensitizers or light alone and it confirmed our AFM results. With the double-
staining method, we were able to distinguish between bacteria with intact (green) and
damaged (red/orange) membranes [23]. CLSM images of the untreated biofilm showed
that most of the bacteria stained green, indicating their viability (Fig. 4a) whereas the
large proportion of red-staining bacteria in the PDT-treated biofilms confirmed the
efficacy of this form of treatment (Fig. 4b, c).

Similar results were obtained in previous studies in which the PDT-induced damage to
microbial surfaces was assessed. Sahu er al. (2009) [40] used AFM to visualize the
topographical alterations produced by TBO-mediated PDT in Staphylococcus aureus
and Escherichia coli. They observed perturbations to the bacterial wall, bleb formations
suggestive of damage to membrane components, and an increase in cell surface
roughness. Cheng ef al. (2012) [8] evaluated the bactericidal effect of several different

laser irradiation methods and PDTs in root canals experimentally infected with E.

Jaecalis, using scanning electron microscopy (SEM) to examine the morphology of

bacterial cells before and after treatment. SEM revealed the shrunken, rough, and

fractured appearance of the bacterial cells that remained after PDT. Melo et al. (2013)
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[46] used AFM to examine the PDT-induced changes in the shape and size of
Streptococcus mutans cells. The combination of TBO and LED resulted in a decrease in
the diameter of the bacterial cells.

The severe perturbations of E. faecalis biofilms produced by PDT recommend its use in
the eradication of bacterial biofilms. Nevertheless, further studies that include
supplemental measuring techniques are needed to explore the effect of PDT on the
integrity of microbial biofilms. In addition, whether PDT is equally effective when used
on biofilms formed by other microbial species or complex microbial communities

remains to be determined.
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Fig. 1 AFM 3D topography images of E. faecalis biofilms: untreated (a), exposed to
LED for 30 s (b), exposed to diode laser for 30 s (c), sensitized 1 min with TBO (d),
sensitized 1 min with MB (e), sensitized 1 min with TBO and exposed to LED for 30 s
(1), and sensitized 1 min with MB and exposed to diode laser for 30 s (g). Scan size = 25

um’

Fig. 2 Graphical representation of surface roughness (&,) in nanometers, according to
the different treatments tested and surface scan sizes. Bars represent the standard error

of the mean. The mean surface roughness values are shown in the table below

Fig. 3 Graphical representation of living and dead bacteria, according to the different

treatments tested. Bars represent the standard error of the mean

Fig. 4 CLSM images of E. faecalis biofilms: untreated (a), treated with LED plus TBO
(b), and treated with diode laser plus MB (c). Left: viable (green) bacteria; middle: dead

(red) bacteria; right: viable and dead bacteria. Scale bar = 10 pm
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