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1. Resumen

Las infecciones causadas por levaduras generalmente son de cardcter oportunista,
afectan principalmente a pacientes que requieren el uso de catéteres. Candida sp
posee como factor de virulencia la formacién de biofilm, lo cual le permite invadir tejidos
Vivos, zonas inertes como dispositivos médicos y evadir tratamientos. (1-3) Las
nanoparticulas de plata (NPsAg) presentan actividad antimicrobiana, por lo cual se
determind su capacidad para inhibir la formacion de biofilm de Candida sp ysu efecto
sobre biofilm pre-formados. Para ello, se determiné la concentracién minima inhibitoria
(CMI) in vitro de las NPsAg pre y post formacidén de biofilm sobre cuadros de acrilico
con cuatro levaduras, C. albicans, C. guillermondii, C. tropicalis y C. auris,
seleccionadas previamente y evaluadas durante el experimento por medio de tincién de
Cristal Violeta (CV1.0%), Coloraciéon de Gram, Blanco Calcofluor (BC), reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) como
medidor de viabilidad celular y Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Se observo
inhibicion de la formacion del biofilm (Pre-Formacion) en diferentes concentraciones de
NPsAg-47: C. albicans 0,5ug/ml, C. guillermondii 0,25ug/ml, C. tropicalis 0,25ug/mly C.
auris 1,0pg/ml; NPsAg-49: C. albicans 1,0pug/ml, C. guillermondii 0,5ug/ml, C. tropicalis
0,5 pg/ml y C. auris 0,5 pg/mlya una concentracion de 0,5ug/ml de NPsA-47 en Post-
biofilm para todas las especies de Candida, lo cual permite concluir que las NPsAg son
capaces de inhibir la formacion de biofilm y provocar la eliminacion de biofilm pre-

formados.

Palabras clave: Candida; Biofilms; Nanoparticulas de plata.

Autores: Cristian Camilo Betancourt Ramirez; Cristel Alejandra Ramirez Doronsoro.

Asesores: Marcela Gémez Garzén; Jovanna Acero Monroy
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Introduccién

Las infecciones fangicas que se generan en hospitales se deben principalmente a la
colonizacion de los dispositivos médicos invasivos por biofilm debido a su flujo
continuo, materiales y tiempo que se encuentra en uso. La mayoria de estas
infecciones son provocadas por levaduras del género Candida,convirtiéendose en un
reto para el tratamiento propuesto a los pacientes en estado critico por generacion de
resistencia a antifingicos. La candidemia genera alta mortalidad en los pacientes de

UCI, aumentando el nimero de dias-pacientes hospitalizados. (4, 5)

La nanotecnologia se enfoca en la fabricacion de materiales en nanoescala usados con
multiples fines como los farmacéuticos, esto se logra mediante diferentes métodos, la
técnica basada en sintesis verde es la que genera menor impacto al medio ambiente, al
ser una metodologia basada en el uso de microorganismos o extractos vegetales sin
generacion de residuos toxicos. Las nanoparticulas de plata (NPsAg) producidas con
esta metodologia presentan un efecto inhibitorio a baja concentracion sobre el
biofiimdemicroorganismos el cual se determina mediante lectura por absorbancia,
brindando alternativas en tratamientos de diferentes tipos de infecciones. En estudios
recientes, las NPsAg muestran eficacia contra Candida spp.Alterando la estructura de
la membrana y formando poros que causan la fuga de iones y otros materiales, inducen
apoptosis y provocan cambios ultraestructurales que llevan a la muerte de la

levadura.(6)

La microscopia de barrido electronico es la técnica utilizada para producir imagenes
microscoépicas en alta resolucion utilizando un haz de electrones, teniendo como
funcion visualizar texturas, objetos y microorganismos que se hayan recubierto
previamente con un metal para su observacion, esta técnica se ha utlizado para
confirmar el dafio causado en la membrana de las células que conforman el biofilm y la

efectividad por parte de tratamientos innovadores.
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Basados en lo anteriormente mencionado y teniendo en cuenta los estudios
previamente realizados por el grupo de investigacion GRIMIC se da continuidad a la
linea investigativa mediante el desarrollo de mudltiples protocolos para conocer los
requerimientos adecuados para la formacion optima de biofilm, por lo tanto seplantea la
siguiente pregunta de investigacion:¢,Las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis
verde de borojo afectan la formacion del biofilm producido por especies de Candida sp

sobre placas de acrilico?
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde de Borojo

sobre biofilm de cepas de Candida spp.

2.2 Objetivos especificos

» Generar un protocolo para creacion de biofiim de Candida spp. sobre placas de
acrilico

* Desarrollar protocolos para evaluar la formacion e inhibicion de biofilm

* Determinar el efecto inhibitorio sobre biofilm y la concentracion minima inhibitoria
de las nanoparticulas de plata por medio de lectura por absorbancia utilizando MTT.
* Visualizar el efecto causado por nanoparticulas de plata sobre biofilm por medio de

microscopia electronica de barrido.
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3. Antecedentes

Pérez y col, (7) en el afio 2002, demostraron que en los pacientes pediatricos con
patologia hemato-oncoldgica, los hongos eran la principal causa de infeccion de catéter
venoso central (CVC) de larga duracion, siendo Candida sp, responsable de més de la
mitad de las infecciones de CVC. No se evidenciaron factores de riesgo asociados
como tratamiento con antibiotico o corticosteroides simultineamente, presencia de
valvulas derivativas, ni nutricion parenteral, ademas de la presencia del CVC para la
infeccion por Candida spp. Al analizar 2.539 dias de uso de CVC de larga duracion, la

tasa de infeccion por hongos asociado a 1.000 dias de uso de CVC fue de 1,9%.

Seidler y col, (8) en el afio 2010, infectaron catéteres de silicona colocados
guirargicamente en conejos blancos de Nueva Zelanda con C. albicans. Evaluaron
catéteres sin recubrimiento y recubiertos con Anfotericina B liposomal (LAMB) y
fluconazol. Por medio de la microscopia electrénica de barrido (SEM) se observo
abundante biofilm en los grupos de control y fluconazol, mientras que en el grupo
LAMB evidencio una reduccién del biofilm. Determinaron que LAMB puede erradicar

biofilm en concentraciones de 0,5ug/mL.

Monteiro y col, (9) en el afio 2011, al estudiar estomatitis en pacientes con prétesis
dentales aislaron C. albicans, C tropicalis, C. glabrata como agentes causantes de la
infeccion. Evaluaron la capacidad de creacion de biofilm de estas cepas por la técnica
de cristal violeta (CV) y por recuento de unidades formadora de colonia (UFC) se
determinaron las células adheridas al biofilm de Candida sp al ser tratados con NPsAg.
Determinaron que la actividad antifangica era mayor contra C. glabrata que contra C.

albicans al usar concentraciones de NPsAg superiores a 3,3 mg/ml.

Sardiy col, (10) establecieron en el afio 2013, la importancia de la epidemiologia y

patogenicidad de las infecciones causadas por Candida spp.En la recopilacion de datos

realizada de los principales centros médicos de América del Norte, se observo un

predominio de especies no albicans, C. glabrata 14%, C. parapsilosis 14%, C.
17



tropicalis7.0% y C. krusei 2.0%, aunque C. albicans fue la especie mas frecuentemente
aislada 63%. En Sur América, también se observdO un cambio en los indices de
aislamientos de acuerdo con el estudio de candidemia de la Red Brasilefia, C. albicans
representd el 40.9% de los casos en Brasil, seguido de C. tropicalis (20%), C.
parapsilosis (20%), C. glabrata (4.9%) y otras especies (12%), concluyendo que la
mayor incidencia de micosis sistémicas causadas se debe a especies de Candida spen

pacientes hospitalizados.

Selvaraj y col, (2) en el afio 2014, basados en el desarrollo de resistencia de C.
albicans a los antimicoticos convencionales como anfotericina, fluconazol, itraconazol,
voriconazol,  posaconazol, equinocandinas, caspofungina, micafungina vy
anidulafungina, buscaron encontrar nuevas moléculas para el tratamiento de
infecciones por Candida sp sin efectos adversos sobre las células del huésped.
Sintetizaron NPsAg y las estabilizaron con polivinilpirrolidona. Evaluaron su actividad
antifangica contra el crecimiento de C. albicans, con lo cual lograron observar que el
crecimiento de C. albicans se inhibi6 marcadamente cuando se incubaron con NPsAg a

muy baja concentracion (0.07 ug/ml).

Monteiro y col, (11) en el afio 2014, estudiaron la estabilidad quimica de las NPsAg y
su eficacia contra biofiim de C. albicans y C. glabrata. Estas nanoparticulas fueron
expuestas a precalentamiento de 50°C, 70°C y 100°C y cambios de pH de 5.0 a 9.0.
Los resultados no mostraron influencia significativa en la biomasa total o la viabilidad
celular del biofilm de Candida, lo cual les permiti6 concluir que la temperatura y las

variaciones de pH de NPsAg no afectaron su eficacia.

Vazquez y col, (5) en el afio 2014, determinaron que el tamafio de las NPsAg es de
vital importancia para cumplir su funcién sobre cepas de C. albicans multiresistentes.
Las NPsAg utilizadas fueron examinadas bajo microscopia electronica de transmision
(TEM) para determinar su forma y tamafio. Se encontré6 que las NPsAg eran cuasi-
esféricas, el rango de tamafio fue de 3-60 nm antes y después de la exposicidon y con

efecto fungicida.
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Lara y col, (6) en el afio 2015, utilizaron un modelo de formacion de biofilm en pocillos
de placas de microtitulacion para examinar los efectos inhibidores de las nanoparticulas
de plata (NPsAg) contra C. albicans, tanto para evaluar la inhibicion de la formacion de
biofilm como la eliminacion de células fangicas. Se demostrd la inhibicion de la
formacion de biofilm de C. albicans y que las NPsAg fueron efectivas contra biofilm
preformado debido a que la carga positiva de las NPsAg altera la membrana,
volviéndola aspera y distendida debido al aumento de la permeabilidad, lo que permite
gue las NPsAg mas pequeiias entren a la célula.

Motoa, G y col., (12) en el afio 2017, realizaron una recopilacién de casos reportados
de infeccion intrahospitalaria durante 2010 y 2013 en los laboratorios de microbiologia
de 20 instituciones de tercer nivel en 10 ciudades de Colombia a través de Whonet®
version 5.6. Los aislados de Candida constituyeron el 94.5% de los 2680 hongos
aislados, lasfrecuenciasfueron similares para C. albicans y C. no albicans (48.3% y
51.7%, respectivamente). Entre las especies de C. no albicans se reportaron C.
tropicalis (38.6%) y C. parapsilosis (28.5%) como las especies mas frecuentes. Esto les
permitié concluir que en las UCI de Colombia, el comportamiento de las levaduras es

similar al reportado internacionalmente.

Rangel y col, (13) en el afio 2018, realizaron evaluacion de la capacidad de formacién
de biofilm de especies de Candida aisladas del torrente sanguineo de pacientes con
candidemia. Utilizando la técnica de cristal violeta y XTT se determiné que la especie
gue produjo biofilm con la biomasa mas alta fue C. tropicalis (52,8%) y con la actividad
metabdlica mas alta fueC. glabrata. Adicionalmente, permitiendoestablecer que la tasa
de morbimortalidad de los pacientes con candidemia estaba directamente relacionado

con la fuerte formacion biofilm.

Aggarwal y col, (14) en el afio 2018, compararon la capacidad de produccién de biofilm
de diversas especies de Candida aisladas de 451 muestras clinicas y evaluadas
mediante ensayo de cristal violeta. Se encontro que C. albicans constituia el 30% de

los aislamientos de Candida, mientras que C. tropicalis era responsable de infeccion en
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el 40% de los aislamientos. Las especies de Candida no albicans estan reemplazando
gradualmente a C. albicans debido a su exponencial aumento en infecciones clinicas.
Con diferentes muestras bioldgicas (orina, hemocultivo, esputo, lavado bronco alveolar,
pus, material de biopsia, ufias y LCR) se demostré que la capacidad de creaciéon de
biofilm por parte de Candida es alta, la presencia de biofilm en las muestras de
hemocultivo evidencia la importancia clinica debido a la facil invasion de dispositivos
médicos como lineas venosas centrales o catéteres siendo factor predisponente para
posible candidemia. En el caso de pacientes que no responden a terapia antifangica

tipica se debe considerar pruebas para produccion de biofilm.

Barahona, J y col., (15) en el afio 2019, realizaron un estudio epidemioldgico sobre
infecciones intrahospitalarias ocurridas entre 2008 y 2014, en un hospital universitario
de Bogota, Colombia. En este estudio incluyeron 123 casos de candidemia, en donde
la especie mas aislada fue C. albicans (42%), seguida de C. tropicalis (20%), C.
parapsilosis (12%) y C. krusei (8%). Gracias a sus resultados pudieron evidenciar que
Candida spp., es la quinta causa de infeccion masiva e invasiva en pacientes con

condiciones de salud critica.

El Instituto Nacional de Salud, en el afio 2019, debido al aumento de infeccién por C.
aurisemitio un boletin de prensa, en donde informa que C. albicanssigue siendo la
levadura de esta familia que representa mayor riesgo de enfermedad y muerte. Se
aclaré quese ha realizado seguimiento a los casos confirmados como infeccién porC.
auris y que todos los aislamientos han sido sensibles a los antifungicos, por lo que se
descarta la presencia en Colombia del “super hongo”. Adicionalmente informan que no
se han registrado muertes por estas infecciones y aclaran que los pacientes que han
adquirido infeccion con esta levadura, han sidoenfermos en unidad de cuidados

intensivos con comorbilidades severas y en algunos casos inmunosupresion. (16)
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4. Marco teodrico

4.1 Generalidades de Candida spp.

Los hongos causan infecciones que a menudo son dificiles de diagnosticar y tratar,
debido a la generacion de resistencia a antifangicos lo que resulta en tasas de morbi-
mortalidad elevadas. (2) Desde 1980, aumentaron los reportes de Candida spp.como
patbgeno humano y responsable de infecciones en pacientes hospitalizados e
inmunosuprimidos, (14, 17) relacionado con aquellos que requieren el uso de

dispositivos invasivos, como lo son los catéteres.

El estado inmunolégico no es el unico factor de riesgo relacionado con el uso de
dispositivos médicos invasivos. Se han reportado pacientes con inmunidad normal con
infeccion por Candida. (18) La probabilidad de encontrar una infeccion por especies de
Candida, varia de un 2,0% al 37% en poblacion con sistema inmunolégico normal y un
13% al 76% en pacientes criticos. (17, 19)C. albicans (43%) ha sido la especie
predominante debido a su caracter de microbiota normal, no obstante, esta siendo
reemplazada por C. no albicans, principalmente por C. tropicalis (34%), C. glabrata
(12%) y las otras especies (11%). (14, 17)

4.1.1 Caracteristicas y morfologia

El género Candida son hongos pertenecientes al Phylum Ascomycota (Tabla 1), que
comprende alrededor de 200 especies, de las cuales solo 20 son de importancia
clinica. (19) Crecen como levaduras ovaladas o redondeadas, tamafio de 4.0 a 6.0 um,
se reproducen por gemacion (blastoconidias), la mayoria de especies pueden formar

pseudohifas y algunas hifas reales (Figura 1). (20, 21)
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Tabla 1: Taxonomia de Candida spp. Tomado de NCBI. (22)

TAXONOMIA

REINO Fungi

FILO Ascomycota
SUBFILO Saccharomycotina
CLASE Saccharomycetes
SUBCLASE Saccharomycetales
FAMILIA Debaryomycetaceae
GENERO Candida

La funcion de la pseudohifa radica en la adhesion de la levadura para poder causar una
invasion sobre la superficie bidtica o abibtica, ademas ayuda en procesos de nutricion;
razon por la cual su presencia es un factor crucial en el proceso de invasion,
complicando asi los tratamientos de pacientes con infeccion causada por levaduras de
importancia clinica (6)Candida spp. se encuentra como microbiota normal
habitualmente aislada de la cavidad oral, el tracto gastrointestinal, urogenital y

mucosas.
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Figura 1: Morfologia de Candida albicans. Autores

Las distintas especies de Candida pueden crecer en condiciones variables, en
ambientes hiumedos a una temperatura entre los 25 y 37°C (levadura termofila) y pH
con rango entre 2,5y 7,5, generalmente sus colonias son cremosas, limitadas, planas,
opacas Yy en ocasiones rugosas o surcadas, de color blanco o blanco-amarillento. (19,
23)

La composicién quimica de Candida esta representada por proteinas y polisacaridos, la
pared celular estd compuesta por polisacaridos como la quitina, que ayuda en el
proceso de la formacion celular por medio de la gemacion; glucano, que mantiene la
estructura y rigidez de la pared celular y las manoproteinas que ayudan en la adhesién
a los tejidos. (21, 24)La membrana citoplasmética es una estructura de gran
importancia compuesta de proteinas y carbohidratos en menor proporcion, contiene las
enzimas responsables de la sintesis de la pared celular, presenta una doble capa de
lipidos y posee invaginaciones. El nucleo es el encargado de almacenar el material
genético y contiene una membrana nuclear acompafiada de nucléolos. Las
mitocondrias son los organelos cuya funcion es brindar la mayor parte de energia
cumpliendo funcion de central energética y sintesis de ATP, en ausencia de estas seria
imposible el uso de oxigeno y extraccion de energia haciéndolas una region diana en

tratamientos para la erradicacion del hongo.

4.1.2 Candidiasis sistémicas

Alrededor del 70% de los pacientes ingresados en los hospitales son portadores de
dispositivos intravasculares percutdneos. Con el paso de las décadas se ha
evidenciado el aumento de micosis invasoras en pacientes de alto riesgo, estas
infecciones estan presentes en estos pacientes debido a que la mayoria de ellos
requieren tratamientos con antibioticos de amplio espectro, esteroides y citotoxicos,

ademas, necesitan implementar el uso de catéteres y procedimientos invasores. (19)
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En Colombia desde el 2012, mediante la circular 045 de 2012 del Ministerio de Salud
se comenzo a realizar vigilancia de las infecciones asociadas a la atencion en salud
(IAAS) llevando un monitoreo desde el 1998 con un aumento en el afio 2012-2013, las
principales infecciones asociadas a dispositivos fueron las infecciones del torrente
sanguineo asociada a catéter en 5,1 casos e infecciones urinarias asociadas a catéter
con 3,9 casospor 1000 dias de uso de dispositivo. Los microorganismos que causan las
infecciones torrente sanguineo (ITS) asociadas a catéter acceden primero a la
superficie intra o extraluminal del dispositivo donde se adhieren y se incorporan al
biofilm que les permite mantener y diseminar la infeccion por la via sanguinea, el
método mas frecuente de invasion es mediante ingreso percutaneo de organismos de

la piel en el momento de la insercion del catéter y por su mala manipulacion. (25)

En muchas Unidades de Cuidado Intensivo (UCI) se han evidenciado tasas
acumuladas de infecciones relacionadas con el uso de ventilacion mecénica, catéteres
centrales y catéteres urinarios. En cuanto a las infecciones del torrente sanguineo en
pacientes hospitalizados en UCI, el 43,3% de los casos estuvo relacionada con uso de
catéter central y los microorganismos mas frecuentes fueron los Staphylococcus
coagulasa negativos, Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp,
Pseudomonas spp, Candida spp.(25)

Candida sp es la tercera causa de infecciones relacionadas con catéteres después de
Staphylococcus coagulasa negativo y Staphylococcus aureus, asociandose a altas
tasas de mortalidad.(26, 27) El aumento de infecciones nosocomiales, especialmente
del torrente sanguineo (Candidemia), representa un 8-10% del total de los casos, que
en la mayoria son pacientes que usan dispositivos médicos invasivos, al presentarse
incremento de infecciones en pacientes hospitalizados con estado inmunoldgico
comprometido y tratamientos convencionales ineficientes, aumenta la tasa de
mortalidad a un rango de 35 % a 60 %. (3)

Candida spp., afecta principalmente mucosas como boca o vagina, piel, ufias y en

forma sistémica otros érganos como pulmones y sistema digestivo.(20) Al presentarse
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infeccion por Candida, el tratamiento oportuno es vital ya que esto puede cambiar el
porcentaje de mortalidad de un 78% si el tratamiento es tardio a un 40% si se

implementa el tratamiento de forma precoz.(17)

Aunque C. albicans es el agente mas frecuente reportado en Candidiasis, en un estudio
realizado por Cornistein y col se reporta el aumento de Candidano albicans como es el
caso de C. tropicalis (24.61%), C. glabrata (8.10%) otras especies de Candida
(10.56%) contra el indice de C. albicans (43.30%) demostrando que la prevalencia de
Candida no albicans fue mayor que la de C. albicans (54.52% vs 43.3%).(19, 28)

C. guillermondii junto a C. parapsilosis son microbiota normal en piel y ufias, por lo
tanto se considera el foco de infeccion a través de manos (3-5%), en especial a nivel
intrahospitalaria en pacientes que necesitan cambio frecuente de catéteres, causando

una contaminacion cruzada en dispositivos.(19, 20)

C. auris es una levadura que desde el 2015, se encuentra en vigilancia mundial por su
presencia en infeccibn nosocomial y su comportamiento multirresistente, especialmente
al fluconazol, voriconazol, equinocandinas y a la anfotericina B. (29, 30) Debido a su
dificil identificacibn por métodos convencionales se debe recurrir a  equipos

automatizados para evitar errores diagnésticos y fracaso en su tratamiento.(29)

4.1.3 Formacion de biofilm

La virulencia de Candida se ha visto facilitada por diversos factores, entre los mas
importantes destacan la adherencia a los tejidos del huésped y dispositivos médicos, la
formacion de biofilm y la secrecion de enzimas hidroliticas (por ejemplo, proteasas,
fosfolipasas y hemolisinas).(17) La formacion de biofilm, juega un papel clave en la
fisiopatologia de la Candidiasis y siendo uno de los factores de virulencia mas
estudiado, particularmente en lo relacionado con dispositivos y catéteres in situ. (13)
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El biofilm es una comunidad de microorganismos que forman una matriz polimérica
organica autoproducida, que brinda ventajas nutricionales y cooperativas para
mejorarel metabolismo y generar modificaciones genéticas.(14, 31) Las infecciones
producidas por C. albicans estan asociadas al crecimiento del biofilm, gracias a
moléculas de sefalizacion, como el farnesol, el acido farnesoico, el triptofol y el alcohol
feniletilico.El farnesol es una de las moléculas mas importantes, ya queinfluye en la
morfologia de las levaduras sin afectar la tasa de crecimiento, induciendo la transicion
de levaduras a hifas y promoverla dispersion de células de levadura de la superficie del
biofilm. Adicionalmente, se ha reportado la presencia de genes implicados en la
formacion de biofilm (mdrl, cdrl, cdr2 y flo8) y otros en la codificacion de bombas de
flujo mediante cdr y mdr, que mediaran en los procesos de resistencia antifungica.(17,
32)

El biofilm puede ayudar a mantener el papel de los hongos como patégenos a evadir
los mecanismos inmunes del huésped, resistir el tratamiento antifiungico y la presion
competitiva de otros organismos. Adicionalmente, el biofilm facilita la captura de
nutrientes y permite una cooperacion metabdlica gracias a la comunicacién célula a

célula que se presenta.(33)

La formacién de biofilm de las levaduras se realiza por medio de un proceso complejo
de cuatro pasos, este inicia con la adhesién de forma continua a la superficie a
colonizar (tejido o dispositivo médico); seguido por el proceso de formacion,

maduracion y dispersion (Figura 2). (33, 34)
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Figura 2: Proceso del desarrollo de biofilm fungico. Autores

1. Adherencia a la superficie: es la etapa en la cual las células plancténicas empiezan a
juntarse entre si para formar una capa sobre la superficie, durante la adherencia las
células fungicas comienzan un proceso de secrecion de proteinas de pared celular
(ALS1, ALS3 Y HWP1) las cuales son necesarias para la adhesion, se encuentran

reguladas mediante el gen bcrl.

2. Formacién inicial: Las levaduras se multiplican y se acumulan para empezar a formar
una matriz extracelular de polisacaridos con funcién estructural y de proteccion del
biofilm ante antifingicos, este proceso se encuentra a cargo de los reguladores RIM1 y
Zapl. La formacion de biofilm en este punto se da en dos etapas: la etapa temprana (4
— 11 horas) y la etapa intermedia (12 — 20 horas). Las hifas cumplen un papel de vital
importancia en la proliferacion del biofilm dando estabilidad y soporte a la estructura, en
esta parte del proceso se encuentran involucrados los reguladores transcripciones
Efgl, Tecl, Ndt80 y Robl. (35)

3. Biofilm maduro: Se llega a la maduracién del biofilm 24 a 72 horas, en este punto el
biofilm de la levadura esta compuesto por una densa red de levaduras, hifas y
pseudohifas.
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4. Dispersion: las levaduras que se ubican en la zona periférica del biofilm son
liberadas a ambientes cercanos para expandir la colonizacién y dar inicio a un nuevo

biofilm.

La produccién de la matriz extracelular aumenta con la edad del biofim y su
composicion se modifica segun la especie que lo conforma. Se sabe que la funcién de
la matriz se da mediante unos reguladores especificos, los cuales determinan la
cantidad de la matriz, hay dos reguladores conocidos como rim1 y zapl. La eliminacion
de rlm1 provoca una reduccion en los niveles de la matriz, mientras que la eliminacion
de zapl, conduce a un aumento en la acumulacion de material de la matriz

extracelular. (35)

4.1.4 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia fungica es una problematica que ha venido aumentando con el paso del
tiempo y con el creciente aumento de casos de infecciones causada por Candida sp,
esto ocurre debido al desarrollo de mecanismos por parte de los hongos, para
contrarrestar la accién fungicida de los tratamientos convencionales.(4) Esta resistencia
depende de la formacion y la calidad del biofilm, esto influye en la reaparicion y
complicacion de las infecciones.Varios estudios han demostrado que los biofilm de
Candida son resistentes a la anfotericina B desoxicolato, el fluconazol, la flucitosina, el
itraconazol y el ketoconazol.(36) La modificacién de los antifiingicos, como en el caso
de azoles (voriconazol y ravuconazol), no ha tenido una respuesta satisfactoria contra
biofilm de Candida debido a la combinacién de mdultiples mecanismos entre los que
destacan los siguientes: restriccion en la penetracién del antibidtico a través de la
matriz del biofilm, presencia de enzimas catalizadoras del farmaco antifingico,
existencia de sistemas de sefalizacion intercelular (Quorum Sensing) capaces de
generar respuestas de estrés, desarrollo de respuestas de estrés a condiciones
ambientales hostiles,sobreexpresion de genes implicados en mecanismos de
resistencia, generacion de microambientes hostiles a la accion antifingica en el interior
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del biofilm, con baja tension superficial de oxigeno, capaces de inactivar los farmacos
antifangicos esto lo logra mediante diferentes mecanismos que contribuyen a que la
matriz sea imposible de penetrar por los farmacos, al quedar atrapados en los canales
de agua que forman el biofilm, sin poder alcanzar la célula diana. Ademas, la sustancia
polimérica extracelular es capaz de interactuar con los farmacos antifungicos

inactivandolos o quelandolos.(37)

De los mecanismos asociados a la formacion de biofilm, el circuito Quorum Sensing es
el encargado de coordinar funciones como intervencion en la induccion y formacion de
biofilm, el tirosol favorece la formaciéndel biofilm en las etapas iniciales e intermedias
del desarrollo, mientras que el farnesol evita el desarrollo excesivo de la misma,(37)la
actividad aumentada de la bomba de flujo y la induccion de la respuesta al estrés han
aumentado significativamente la resistencia de Candida spp., a los antifingicos
habitualmente manejados, como: polienos (anfotericina B), triazoles (fluconazol,
itraconazol, voriconazol y posaconazol) y equinocandinas (caspofungina, micafungina y

anidulafungina).(2, 20)

4.2 Nanoparticulas de Plata

La nanociencia es una rama de la ciencia encargada de manipular la materia a escala
minuscula, presenta fenébmenos buscando propiedades totalmente nuevas para sintesis
de materiales y sistemas con propiedades Unicas, ha tomado fuerza y se ha venido
intensificando su investigacion para diferentes ramas entre lIos que se encuentran usos
opticos, electrénicos, nanoquimica y biomédicos. En la rama biomédica se usan para
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por diferentes microorganismos
como bacterias, hongos, parasitos y virus, debido a su actividad antimicrobiana.(38)El
surgimiento de la sintesis verde, que combina propiedades de materiales bioldgicos
con estructuras nanoestructuradas, permite la ampliacibon a un sistema bioldgico
ambientalmente amigable.(39)La llegada de esta ciencia ha traido consigo multiples
beneficios entre ellos la utilizacion de compuestos microscopicos como particulas

microscoépicas con multiples formas las cuales cumplen con una dimensién menor a la
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de 100 nandmetros para ser caracterizadas como nanoparticulas (NPs). Las
nanoparticulas se pueden formar por procesos naturales bidticos y abibticos, como
también por la manipulacion de productos quimicos.Los mecanismos utilizados por

estas traen consigo beneficios ambientales evitando la utilizacién de quimicos.(40)

En la actualidad hay una gran variedad de nanoparticulas sintetizadas a partir de
diferentes materiales, con distintos tamafios y formas, dependiendo de cual vaya a ser
su utilizacion, diferencidndose por su composicion, por lo cual se implementan

diferentes tipos de materiales para su constitucion. (41, 42)

La sintesis Yy utilizacion de las nanoparticulas presenta multiples ventajas; su tamafio
brinda mayor facilidad para llegar a sitios donde los compuestos convencionales no
logran llegar, transitar a través de vasos sanguineos y penetrar las células.(43) Para
lograr una correcta caracterizacion de las NPs se realiza por métodos analiticos como
espectros UV-vis, microscopia electronica de barrido (SEM), transmisién microscopia
electrénica de transmisién (TEM), espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos X (DRX), andlisis de rayos X por dispersion de energia
(EDAX), dispersion dinamica de la luz (DLS) y analisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA).(44)Las NPsAg son una alternativa que cada vez toma mas
fuerza debido a su fabricacién y actividad antimicrobiana sensible contra diversos

microorganismos. (45, 46)

4.2.2 Sintesis verde de nanoparticulas

Las nanoparticulas de plata (NPsAg) pueden ser sintetizadas mediante dos técnicas:
top down y bottom up. El top down (descendiente) consiste en la obtencién de la
NPsAg a partir de macromoléculas que son sintetizadas hasta lograr el tamafio
nanomeétrico. Para esta técnica se pueden usar métodos fisicos y quimicos, como
ejemplo: la fotolitografia. La técnica bottom up (ascendente) consiste en utilizar las

unidades basicas o particulas de la molécula, para ensamblarlas entre si y construir la
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nanoparticula. Esta técnica puede realizarse mediante métodos quimicos y por sintesis
verde.(42, 47)

La reduccién de la plata por el método quimico, conlleva a la contaminacion del medio
ambiente y resulta ser toxico debido a los residuos de quimicos derivados de la sintesis
de las nanoparticulas.(45) La sintesis verde ha sido la técnica actualmente
implementada, debido a que para realizar la sintesis se manejan extractos de plantas o
microorganismos que tienen la capacidad de reducir la plata (Figura 3). Al ser natural,
no presenta toxicidad y se convierte en un proceso amigable con el medio
ambiente.(48, 49)Para la sintesis de las NPsAg, se realiz6 la metodologia de sintesis
verde, usando extracto de borojo, el cual tiene propiedades antioxidantes, reductoras y
estabilizantes. El proceso consiste en hacer reaccionar la plata con el extracto de
borojo, el cual contiene fitoquimicos que van a reducir la plata. Luego estas particulas
de plata se van a ensamblar entre si, proceso llamado nucleacion y formaran la
nanoparticula de plata que a su vez va a ser estabilizada por agentes presentes en el
extracto (Figura 4).(40)

* ESTABILIZACION *
‘ ‘ SINTESIS .

. VERDE Ag+
Ag+
AgNO3 » »
*+ 9 Ag+ ®
. . NUCLEACION
BIOREDUCCION N /

EXTRACTO DE BOROJO NPsAg
(FIToQuiMICOS)

ALCALOIDES
TERPENOIDES
FENOLICOS
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VITAMINAS
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NAFTOQUINONAS
ANTRAQUINONAS
NITRATO REDUCTASA

Figura 3: Produccion de NPsAg, sintesis verde (Reaccion). Autores
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Figura 4: Reduccion de NPsAg por sintesis verde desde Borojo. Autores

4.2.3 Propiedades antifungicas

Las propiedades antimicrobianasde las nanoparticulas de plata han permitido su

estudio y accién contra microorganismos, como bacterias y hongos.(50)En la actualidad
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tratamientos convencionales para Candida sp se basan principalmente en el uso de
polienos (anfotericina B), triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol) y
equinocandinas (caspofungina, micafungina y anidulafungina). En los pacientes la
administracion de estos antifungicos suelen presentar diversas complicaciones, entre
las principales esta la generacion de resistencia por parte de la levadura, la toxicidad
de la anfotericina B, los efectos adversos de algunos azoles (toxicidad e interacciones
farmacoldgicas). Estos efectos causan multiples problemas, razon por la que se busca
una manera de contrarrestarlos haciendo una mezcla de los métodos convencionales

con el uso de las nanoparticulas de plata.(2)

La acciébn de NPsAg consiste en una interaccion perjudicando la membrana celular
ingresando por medio de multiples vias de entrada como endocitosis, macropinocitosis,
fagocitosis y pinocitosis, dando como resultado la ruptura de la barrera de
permeabilidad de la membrana generando una porosidad. Se ha informado sobre el
dafo oxidativo de las membranas celulares debido a la liberacion de Ag+ a partir de las
NPs y su accion perjudicial sobre proteinas unidas a la membrana, esto da como
resultado la pérdida de la integridad celular y osmética que culmina en toxicidad aguda
para las células fungicas lo que indica un efecto favorable para la erradicacion de los

microorganismos sin llegar a causar una afectacion en el paciente.(9)
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5. Disefio metodoldgico

5.1 Tipo de investigacion

Se llevdé a cabo un estudio experimental descriptivo, realizado y financiado por el
laboratorio de Microbiologia de la Fundacion Universitaria de Ciencias de la Salud
(FUCS)

Poblacion: Dos nanoparticulas de plata sintetizadas por sintesis verde por la
Universidad Central. Cepas de Candida spp. Productoras de biofilm aisladas de

pacientes con candidiasis sistémica.

Muestra: Biofilm de Candida spp.

Variables:
e Dependientes:
- Condiciones de incubacioén

- Viabilidad de cepas repicadas

5.2 Obtencion de nanoparticulas

Dos Nanoparticulas (Nanoparticula 47, Nanoparticula 49) se sintetizaron en la
Universidad Central por el Grupo de Procesos & Soluciones Energéticas (GP&SE) por
la metodologia de Sintesis Verde a partir de extracto de hojas de borojo (Borojoa
patinoi) de acuerdo al protocolo estandarizado por (GP&SE). Las condiciones de
sintesis son presentadas en la tabla 2.
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Volumen Molaridad Temperatura Tiempo de
extracto de | AgQNOs3 de sintesis (°C) | sintesis (dias)
Borojo (ml)

NPsAg-47 2.0 5 25 25

NPsAg-49 2.0 5 25 45

Tabla 2: Condiciones de sintesis de NPsAg por Sintesis Verde

Se realiz0 caracterizacion de las NPsAg por UV-Vis y por microscopia SEM, antes de

ser enviadas a la FUCS.

5.3 Preparacioén de acrilicos

Para el desarrollo de Biofilm, fueron utilizados cuadrados de acrilico de 1.0 cm x 1.0
cm. Previo a su uso, los cuadrados se lavaron con agua y jabon para retirar suciedad.
Los cuadrados se secaron y se organizaron 30 cuadrados en bolsas para esterilizar
auto sellable Yipak®. Se llevaron a esterilizar en autoclave M11 UltraClave. Los
acrilicos fueron almacenados a temperatura ambiente dentro de las bolsas hasta el

momento de su uso.

5.4 Seleccion de cepas

Las cepas de Candida albicans, Candida guillermondii, Candida tropicalis. Fueron
aisladas de hemocultivos e identificadas en el Hospital de San José Infantil sede Centro
y la cepa de C. auris fue recuperada del cepario de la FUCS. Las cepas fueron
mantenidas por repique mensual en agar papa dextrosa y bajo refrigeracion hasta su

utilizacion.
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5.4.1 Seleccion de cepas productoras de biofilm

El trabajo inicio con 48 cepas de levaduras Candida, que fueron identificadas con
nameros consecutivos segun la especie de Candida, (C. albicans de 1 a 28, para C.

guillermondii de 31 a 38, para C. tropicalis de 41 a 48, y C. auris de 51 a 54).

Siguiendo la metodologia propuesta porLara et. al., H (6) se seleccionaron las cepas
de Candida productoras de biofilm in vitro. Para esto se realizd repique en PDA (ver
anexo 1) de las cepas de Candida y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se realizé
dilucién de las levaduras a una concentracién de 1.0x10° UFC/ml en caldo PDA por
turbimetria y por duplicado se adicionaron 50uL en microplaca de poliestireno de 96
pozos junto con 50uL de caldo PDA. Para el blanco se adiciono 100uL de caldo PDA
por duplicado y se incubo 24 horas a 37°C.

Se realizaron tres lavados con buffer fosfato 10X (PBS). Se retir6 el PBS y se dejo
secar la microplaca, para ser sometido a ensayo de cristal violeta siguiendo la
metodologia propuesta por Silva, S et. Al., (50) de la siguiente forma: se adicionaron
150uL de acetato de sodio al 2.0% en cada pozo durante 10 minutos para fijar, se retird
el acetato y se dejo secar a temperatura ambiente. Se agregaron 150 uL de colorante
Cristal Violeta al 1.0% (CV 1.0%) a cada pozo y se incubo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se retir6 el colorante, se realizaron dos lavados con PBS y se
dejo secar a temperatura ambiente. Se adicionan 150uL de metanol y las placas fueron
leidas por turbidez en lector de microplaca para absorbancia ChroMate a una longitud
de onda de 630 nm.

Con los datos se determiné la media utilizando la herramienta Excel. La seleccion de
las cepas productoras de biofilm se establecié por la comparacion con la absorbancia
del blanco y se seleccion0 para cada especie la que presento mayor formacion de
biofilm.
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5.4.2 Protocolo de formacion de biofilm de levaduras sobre acrilicos

Con las cepas seleccionadas por mayor producciéon de biofilm (C. albicans cepa #4, C.
guillermondii cepa #31, C. glabrata cepa #46 y C. auris cepa #51) se gener6 biofilm
sobre acrilicos siguiendo el protocolo propuesto por Wang (46)de la siguiente forma: se
probaron dosconcentracionesde levadura: 1.0 x 10° UFC/ml y 1.0 x 10° UFC/ml en
caldo PDA. Se adicionaron 450uL de cada suspension de levadura por duplicado en
placas de cultivo celular de 24 pozos, por pozo se colocd un cuadrado de acrilico de
1.0 cm x 1.0 cm previamente esterilizado. Se montaron 3 experimentos, cada uno para
ser evaluado después de incubar por 24, 48 y 72 horas a 37°C. Se montd un acrilico

blanco sin presencia de levaduras para cada experimento.
5.4.3 Evaluacién de formacion de biofilm de levaduras sobre acrilicos

Una vez cumplidos los tiempos de incubacién pre-establecidos, se lavan los acrilicos
sumergiéndolos en PBS 10x y se fijaron sumergiéndolos en metanol 2 veces. Los
acrilicos secos se sometieron a coloracion de GRAM (ver anexo 2) para ser
observados bajo microscopia éptica con objetivo de 40 y a coloracién con Blanco
Calcofluor (BC) (ver anexo 3) para ser estudiados bajo microscopia de fluorescencia
(Longitud de onda: 300nm) con objetivo 40x. Por medio de la observacion microscopica
se determind la formacién de biofilm a los diferentes tiempos de incubacidon para
seleccionar la concentracion de levaduras en la que se formara el mejor el biofilm.
(Figura 5)
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Figura 5: Flujograma procedimiento ensayo formacién de biofilm. Autores

38



5.5 Determinacion de Concentracion minima inhibitoria (CMI) para NPsAg-47 y
NPsAg-49

A partir de este protocolo se evalud la accion de las nanoparticulas sobre la formacion
de biofilm en dos momentos: antes de que el biofilm sea formado, a lo que llamaremos
pre-biofilm y adicion de NPsAg a las 24 horas de formacién de biofilm, a lo que

denominamos post-biofilm.

El ensayo MTT permite medir la actividad metabdlica de las células presentes en el
biofilm, el MTT es reducidoa cristales de formazan por las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas, esté reduccion depende de la reduccion de NADH y
NADPH, la menadiona (2-metil-1-4-maftoquinona) también conocido como vitamina K3
al ser un aceptor de electrones se adicioné para acelerar el proceso de reduccién del
MTT. Se realizé basados en el método de Mosmann (51) y modificaciones realizadas
por Modiri y Pierce(52, 53) para levaduras de la siguiente forma: se montaron 4
controles, un control negativo que correspondia a 100uL de medio de cultivo y un
control positivo correspondiente a 100uL de medio de cultivo + levadura a
concentraciéon de 1.0 x 10°UFC/ml, dos controles de pureza, uno con 100uL para
NPsAg-47 y otro con 100uL para NPsAg-49 (Tabla 3).

Tabla 3 Controles usados en el estudio de CMI. Autores

Control de crecimiento Candida spp.

Control de ausencia de crecimiento | Medio RPMI

Control de pureza NPsAg-47

Control de pureza NPsAg-49

Se evaluaron las NPsAg-47 y NPsAg-49 a diferentes concentraciones previamente
preparadas (2.0pg/mL, 1.0pg/mL, 0,5pg/mL, 0,25pg/mL, 0,125pg/mL, 0,063pg/mL,
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0,031pg/mL, 0,015pg/mL, 0,007pug/mL, 0,003ug/mL) por duplicado. Para la evaluacion
de pre-biofilm, se utilizaron las levaduras seleccionadas (C. albicans cepa #4, C.
guillermondii cepa #31, C. glabrata cepa #46 y C. auris cepa #51) a concentracion de
1,0 x 10° UFC/ml (protocolo 5.4.3) teniendo en cuenta los resultados obtenidos
previamente (protocolo 5.4.3) suspendidas en medio RPMI. El volumen final de cada
pocillo fue de 100uL, de los cuales 50uL correspondieron a la suspension de levadura y
los otro 50uL a las NPsAg. Se incubo la placa a 37°C durante 24 horas, una vez
concluido en tiempo de incubacion se retir6 el medio y se realizaron 2 lavados con
PBS.

Para evaluar post-biofilm en otra microplaca de 96 pozos se agregaron 100uL de cada
levadura seleccionada (C. albicans cepa #4, C. guillermondii cepa #31, C. glabrata
cepa #46 y C. auris cepa #51) a concentracién de 1,0 x 10° UFC/ml (protocolo 5.4.3) y
se llevo a incubar por 24 horas a 37°C. Pasadas 24 horas se retir6 el medio y se
realizaron dos lavados con PBS y se adiciond en los pozos tomados como control
100pL de medio y en el resto de pozos 50uL de medio y 50uL de NPsAg-47 o NPsAg-
49 a las diferentes concentraciones empleadas por duplicado, las placas se llevaron a

incubar por 24 horas a 37°C, se retird el medio y se realizaron 2 lavados con PBS.

Para el montaje del ensayo MTT de las microplacas previamente lavadas, tanto para
pre-biofilm y post-biofilm, la metodologia fue la siguiente: se adicionaron 100uL de MTT
en todos los pozos, las placas se cubrieron con papel aluminio y se llevaron a incubar
durante 3 horas en oscuridad. Finalmente se retiré el papel aluminio e inmediatamente

se realiz6 lectura por absorbancia en lector de Microelisa a 490nm.
Finalmente se tomaron los datos obtenidos por absorbancia y se calcul6 el promedio

para cada levadura. Una vez obtenidos los promedios se realizaron graficos de

dispersion con la herramienta Excel.
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5.6 Evaluacién del efecto de NPsAg en la sintesis de biofilm por Blanco de
Calcofluor (BC)

Para esta evaluacion se montaron 2 controles por duplicado para cada placa, dos
controles positivos de 100uL de suspension de levadura a una concentracion de 1,0 x
10°UFC/mLy dos controles negativos de 100pL de medio RPMI. (Figura 6)

- Sin formacion de biofilm (Pre-biofilm): Se realiz6 suspensiéon de levaduras
seleccionadas (C. albicans cepa #4, C. guillermondii cepa #31, C. glabrata cepa #46 y
C. auris cepa #51) en medio RPMI a una concentraciéon de 1,0 x 10° UFC/mL. En
placas de cultivo celular de 24 pozos se inoculo 50uL de la suspension de levaduras
por duplicado y se adicionaron 50uL de NPsAg-47 y NpsAg-49 a las concentraciones
anteriormente seleccionadas (2.0ug/mL, 1.0pg/mL, 0,5ug/mL, 0,25ug/mL, 0,125ug/mL,
0,063ug/mL, 0,031pg/mL, 0,015ug/mL, 0,007pug/mL, 0,003ug/mL), inmediatamente se
afiadi6 un cuadrado de acrilico de 1.0 cm x 1.0 cm que habia sido esterilizado
previamente a cada pozo y se incub6é por 24 horas a 37°C, posteriormente los
cuadrados de acrilico fueron lavados sumergiendo dos veces en PBS y luego fueron
fijados sumergiendo dos veces en 200uL de metanol y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Finalmente fueron sometidos a coloracion de BC (ver anexo 3) para ser
observados bajo microscopia de fluorescencia (Longitud de onda: 300nm) con objetivo

40x y obtener un registro fotogréfico.

- Con formacion de biofilm (Post-biofilm): Se realiz6 suspension de levaduras
seleccionadas (C. albicans cepa #4, C. guillermondii cepa #31, C. glabrata cepa #46 y
C. auris cepa #51)en medio RPMI a una concentracién de 1,0 x 10° UFC/mL. En placas
de cultivo celular de 24 pozos se inoculo 100uL de la suspension de levaduras por
duplicado y se adicion6é un cuadrado de acrilico de 1 cm x 1 cm que habia sido
esterilizado previamente a cada pozo y se incubd por 24 horas a 37°C, posteriormente
se adicionaron NPsAg-47 o NPsAg-49 a las concentraciones anteriormente
seleccionadas (2.0pg/mL, 1.0pg/mL, 0,5ug/mL, 0,25ug/mL, 0,125ug/mL, 0,063ug/mL,

0,031pg/mL, 0,015pg/mL, 0,007pg/mL, 0,003ug/mL), se incubo por 24 horas a 37°C,
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los cuadrados de acrilico fueron lavados sumergiendo dos veces en PBS y luego
fueron fijados sumergiendo dos veces en 200uL de metanol y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Finalmente fueron sometidos a coloracion de BC (ver anexo 3)
para ser observados bajo microscopia de fluorescencia (Longitud de onda: 300nm) con

objetivo 40x y obtener un registro fotografico.

5.7 Evaluacién del efecto de NPsAg en la sintesis de biofilm por Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM)

Se seleccionaron las levaduras (Candida albicans, Candida tropicalis y Candida auris)
a las CMI obtenidas en el ensayo realizado por MTT para cada una, para ser evaluadas
por SEM en la Universidad Nacional. No se procesaron muestras de Candida
guillermondii debido a costos.

Para la obtencion de los cuadrados de acrilicos con NPsAg y Biofilm se realiz6 el
mismo procedimiento que en Pre-Formacion y Post-Formacién para evaluacion por BC,
hasta llegar al paso de fijacibn con metanol. Los acrilicos se almacenaron a
temperatura ambiente para ser trasladados a la Universidad Nacional. Alli se les realizé
un recubrimiento con oro y fueron visualizadas por SEM de acuerdo al protocolo del
laboratorio. (Figura 7)
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Figura 6: Flujograma procedimiento ensayo con NPsAg por BC
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6. Resultados

6.1 Nanoparticulas de plata
La siguiente informacion fue suministrada por la Universidad Central, por el Grupo de
Procesos & Soluciones Energéticas (GP&SE) y corresponde a las NPsAg que se

trabajaron:

e La distribucién del nimero de las nanoparticulas por el tamafo fue en promedio
de 41,15 d nm de las NPsAg-47 y de 21,0 d nm de las NPsAg-49 (figura 8)

Size Diatribusen by Number N PsAg_47 Size Distrioution by Number N PsAg _49

S@e (d.nm) Size (d.nen

Figura 8: Distribucion del nimero de NPsAg de acuerdo al tamafio. Universidad

Central por el Grupo de Procesos & Soluciones Energéticas (GP&SE)

e Por microscopia SEM se observdé que las NPsAg-47 presentaron formas
alargadas y redondas, mientras que NPsAg-49 formas redondas en su mayoria
(Figura 9).
e La concentracién obtenida de la NPsAg-47 fue de 0,6mg/ml y NPsAg-49 de
0,9mg/ml.
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Figura 9: Microscopia SEM de las NPsAg. Universidad Central por el Grupo de
Procesos & Soluciones Energéticas (GP&SE)

6.2 Formacién de Biofilm
6.2.1 Cepas productoras

De acuerdo con los ensayos realizados para determinar la formacion de biofilm, se
seleccionaron entre las 48 cepas de Candida spp.,las cuatro cepas con mayor
absorbancia presenta. El resultado es mostrado en la tabla 4. Los resultados de las 48

cepas de Candida son presentados en el anexo 4.

Tabla 4 Cepas productores de Biofilm seleccionadas. Autores

Microorganismo Absorbancia a 360nm
C. albicans (4) 0.164
C. guillermondii (31) 0.158
C. tropicalis (46) 0.174
C. auris (51) 0.067
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6.2.2 Protocolo de formacién de biofilm de levaduras sobre acrilicos

Se realizé registro fotogréafico de la observacion microscopica bajo objetivo 40x de los
biofilm formados sobre acrilicos con coloracion de Gram y BC, evaluando
concentraciones de 1,0 x 10° UFC/ml y 1,0 x 10° UFC/mla las 24, 48 y 72 horas. La
comparacién fotografica es mostrada a continuacion; en la tabla 5 para C. albicans, en
la tabla 6 para C. guillermondii, en la tabla 7 para C. tropicalis y en la tabla 8 para C.
auris.Los criterios tenidos en cuenta fueron la densidad celular e intensidad del color

gue son proporcionales a la biomasa que forma el biofilm.

Tabla 5 Determinacion de concentracion y tiempo para formacion de biofilm de Candida

albicans. Autores

Blanco Blanco
GRAM Calcofluor GRAM Calcofluor
ﬁ-ﬁ;? v . .
106 e 10°
24H 24H
10° 10°
48H 48H
10° 10°
72H 72H

Para C. albicans se observé en los acrilicos coloreados, tanto Gram como Blanco de
Calcofltorgue hubo formacién de biofilm desde 24H. Encontramos que a las 72H se
presentan zonas del acrilico sin biofilm, lo que nos indica que no se forma sobre todo el
acrilico y la maduracion del biofilm es en grandes zonas. Observamos que al aumentar
el tiempo el biofilm es mas compacto. La concentracion ideal fue 1,0 x 10° UFC/m.
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Tabla 6 Determinacion de concentracion y tiempo para formacién de biofilm de Candida
guillermondii. Autores

Blanco Blanco
M _Calcofluor Calcofluor

10° 10°

24H 24H

108 10° *
48H 48H

10° 10°
72H 72H

Para C. guillermondiia 1,0 x 10° UFC/ml se observé en los acrilicos coloreados, tanto
Gram como Blanco de Calcofldor que hubo formacién de biofilm desde 24H
aumentando a las 72H y fueron pocas las zonas del acrilico sin formacion de biofilm.
En la concentracion 1,0 x 10°UFC/ml fue escasa la formacién detectada.
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Tabla 7 Determinacion de concentracion y tiempo para formacién de biofilm de Candida
tropicalis. Autores

GRAM Blanco GRAM Blanco
Calcofluor , Calcofluor
10° ' | 10° :
24H 24H
10° 10°
48H 48H
10° 10°
72H 72H

Para C. tropicalis a 1,0 x 10° UFC/m| se observd en los acrilicos coloreados, tanto
Gram como Blanco de Calcoflior que hubo formacion de biofilm desde 24H. Al trabajar

la concentracién de 1,0 x 10° UFC/mI no se detecté formacion de biofilm bajo Blanco de
Calcofluor.
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Tabla 8 Determinacion de concentracion y tiempo para formacion de biofilm de Candida
auris. Autores

Blanco Blanco
GRAM Calcofluor , GRAM _ Calcofluor
10° 10°
24H 24H
10° 10°
48H 48H
10° 10°
72H 72H

Para C.auris se observo en los acrilicos coloreados, tanto Gram como Blanco de
Calcofluor que hubo formacion de biofilm desde 24H, incrementdndose a las 72H. Se
presentael acrilico concrecimiento de biofilmmaduro en el 90% de la superficie. La

concentracion de 1,0 x 10°UFC/ml no fue adecuada para generar biofilm.

6.3 Determinacién de CMI de NPsAg-47 y NPsAg-49

Se determind CMI de NPsAg-47 y NPsAg-49 durante el proceso de formacion de
biofilm en dos momentos de su adicién: Pre-Biofilm y Post-Biofilm (a las 24H) a una
concentracion de levaduras de 1,0 x 10° UFC/mL. Los resultados se evaluaron por
curvas de dispersiéon para cada levadura y son presentados en las figuras 10 para C.
albicans, 11 para C. guillermondii,12 para C. tropicalis y 13 para C. auris. En cada

gréafico la CMI es sefialada con una flecha.
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Figura 10: Gréficos de dispersion para la determinacion de CMI de las NPsAg-47 y
NPsAg-49 para Candida albicans. Autores
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Figura 11: Graficos de dispersion para la determinacion de CMI de las NPsAg-47 y
NPsAg-49para Candida guillermondii. Autores
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Figura 12: Graficos de dispersion para la determinacion de CMI de las NPsAg-47 y
NPsAg-49 para Candida tropicalis. Autores
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Figura 13: Graficos de dispersion para la determinacion de CMI de las NPsAg-47 y
NPsAg-49 para Candida auris. Autores
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Los resultados de CMI para NPsAg-47 y NPsAg-49 son resumidos en la tabla 9

Tabla 9 Resultado de CMI para NPsAg. Autores

_ _ NPsAg-47 NPsAg-49
Microorganismos
Pre-biofilm | Post-biofilm | Pre-biofilm | Post-biofilm
Candida albicans 0,5ug/mL | 0,5ug/mL | 1,0 ug/mL | 0,5 pg/mL
Candidaguillermondii 0,25 pyg/mL | 0,5pg/mL | 0,5pg/mL | 0,5 pug/mL
Candidatropicalis 0,25 ug/mL | 0,5 pg/mL | 0,5 pg/mL | 0,5 pug/mL
Candidaauris 0,25 pug/mL | 0,5 pg/mL | 0,25 pg/mL | 0,5 pg/mL

La eficacia de las NPsAg sobre C.albicans, C.guillermondii, C. tropicalis y C.aurisse dio

a concentraciones muy bajas entre 0,25 pg/mLy1,0 pg/mL.

6.3 Evaluacion del efecto de NPsAg en la sintesis de biofilm por Blanco de

Calcofluor (BC)

Los acrilicos sometidos a las diferentes concentraciones de NPsAg, fueron evaluados

por BC. Los resultados son presentados en las figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22,23, 24, 25, 26, 27, 28 'y 29.

La tincion BC demostro el efecto inhibidor de las NPsAg-47 y NPsAg-49 a diferentes

concentraciones sobre biofilm de Candida (C.albicans, C.guillermondii, C. tropicalis,

C.auris). Las concentraciones con mayor evidencia de inhibicion de biofilm fueron 0.25

pg/mL a 1.0 pg/mL.
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Figura 15: Evaluacién del efecto de NPsAg-47 sobre Post-biofilm de Candida albicans. Autores
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Figura 16: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Pre-biofilm de Candida albicans. Autores
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Figura 17: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Post-biofilm de Candida albicans. Autores
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Figura 18: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 sobre Pre-biofilm de Candida guillermondii. Autores
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Figura 19: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 sobre Post-biofilm de Candida guillermondii. Autores
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Figura 20: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Pre-biofilm de Candida guillermondii. Autores
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Figura 21: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Post-biofilm de Candida guillermondii. Autores
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Figura 22: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 sobre Pre-biofilm de Candida tropicalis. Autores
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Figura 23: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Post-biofilm de Candida tropicalis. Autores
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Figura 24: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Pre-biofilm de Candida tropicalis. Autores
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Figura 25: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Post-biofilm de Candida tropicalis. Autores
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Figura 26: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 sobre Pre-biofilm de Candida auris. Autores
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Figura 27: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 sobre Post-biofilm de Candida auris. Autores
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Figura 29: Evaluacion del efecto de NPsAg-49 sobre Post-biofilm de Candida auris. Autores
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6.4 Evaluacion del efecto de NPsAg en la sintesis de biofilm por Microscopia
electronica de Barrido (SEM)

Los acrilicos con biofilm de levaduras de Candida albicans, C. tropicalis y C. auris
sometidos a las nanoparticulas en las CMI seleccionados (1.0pg/mL, 0,5ug/mL,
0,25ug/mL,) fueron evaluados por SEM. Los resultados son presentados en las tablas
10,11y 12

Bajo la técnica de SEM se evidencio el efecto de las NPsAg-47 y NPs-49 sobre el
Biofilm de Candida spp al compararlas con el control de formacién, observando la

reduccion de estructuras micoticas tanto en levadura como en hifas y pseudohifas.

Tabla 10 Evaluacion por SEM del efecto producido por NPsAg-47 y NPsAg-49 en
biofilm de Candida albicans.Autores

NPsAg-47 CMI 0,5 ug/mL CMI 0,5 yg/mL

Control de crecimiento Pre-formaciéon Post-formacion

2 —

20.0m:

NPsAg-49

Lym

CMI 1 pg/m CMI 0,5 pg/mL

Control de crecimiento Pre-formaciéon Post-formacion




Tabla 11 Evaluacion por SEM del efecto producido por NPsAg-47 y NPsAg-49 en
biofilm de Candida tropicalis. Autores

NPsAg-47 CMI 0,25 pg/mL CMI 0,5 pg/mL

Control de crecimient Pre-formacioén Post-formacion

20,0

e — LT
ko

NPsAg-49 CMI 0,5 pg/mL CI 0,5 ug/mL

Control de crecimient Pre-formacién Post-formacion

Tabla 12 Evaluacion por SEM del efecto producido por NPsAg-47 en biofilm de
Candida auris. Autores

NPsAg-47 CMI 0,5 pg/mL

Control de crecimiento Pre-formacién
o 5 D

S B
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En la observacion a 10000x con 15.0 kV fue posible evidenciar la deformacién a nivel
de membrana causada por NPsAg-47y NPsAg-49, este resultado es mostrado en la

figura 26.

HV Mag [Sig WD 10.0pm
15.0 kV 10000x --- 8.1 mm Universidad Nacional de Colombia

Figura 30 Deformacion a nivel de membrana de levaduras de C. albicans. Autores
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7. Discusion

El biofilmes producido por microorganismos como resultado de la union de células
plancténicas a superficies tanto vivas como inertes, es asi como la formacion de biofilm
se ha evidenciado en diferentes infecciones clinicas ocasionadas por hongos e
inhibiendo la accién de tratamientos convencionales porque estas comunidades
microbianas aportan resistencia a tratamientos que normalmente son eficientes en
células planctoénicas. (54)Candida, es la levadura con mayor importancia clinica debido
a su creciente aumento en infecciones nosocomiales, por esta razon, el presente
estudio se realizd para evaluar la capacidad de NPsAg para inhibir biofilm de Candida
spp. (Candida albicans, Candida guillermondi, Candida tropicalis, Candida auris) de

forma in vitro sobre cuadrados de acrilico.

La formacién de biofilm se evalu6é por cinco métodos, tincion de cristal violeta (CV),
ensayo MTT, blanco de Calcoflior (BC), tincion de Gram y microscopia electronica de

barrido.

Por medio de la tincibn de Gram y BC se evidencia la presencia de biofilm por medio de
microscopia 6ptica y de fluorescencia (tabla 4, 5, 6 y 7), los resultados obtenidos a
través de la comparacion visual permitieron establecer que C. albicans fue la especie
gue formo menos biofilm, siendo en orden descendenteC. guillermondii, C. tropicalis y
C. auris, estos datos concuerdan con los obtenidos por Aggarwal y col, (14) quienes en
su estudio concluyen que especies Candida no albicans son mejores formadoras de

biofilm que C. albicans.

Con el paso de los afios ha aumentado el uso de dispositivos permanentes (catéteres)

en pacientes hospitalizados, lo que genera una mayor probabilidad de desarrollar una

infeccion. En el estudio realizado por Hassan y col. (55) en 2011, mostro que el 64.7%

de Candida spp eran productores fuertes de biofilm y el 36.3% eran formadores débiles

de biofilm. En nuestros resultados del ensayo realizado mediante CV se pudo

evidenciar la creacion fuerte y moderada de biofilm de acuerdo a la absorbancia
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presentada a las 24 horas (ANEXO 4) por diferentes especies de Candida. Entre las 48
cepas probadas por esta técnica, seleccionamos las cuatro mejores cepas formadoras
de biofilm para evaluar sobre estas las NPsAg producidas por sintesis verde por el
grupo de Procesos & Soluciones Energéticas (GP&SE). Monteiro y Col.(11) en su
estudio realizaron lectura en microplaca para evaluar la formacion de biofilm por medio
de absorbancia luego de haber realizado técnica CV, gracias a esto lograron evidenciar
gue las cepas de Candida albicans y Candidaglabrataeran fuertes productoras de
biofilm y que al ser sometidas a las NPsAg se obtenia reduccion del biofilm
previamente formado, este efecto era afectado por la temperatura de fabricacion de las
NPsAg.

Para el experimento era importante establecer la concentracién de levaduras y el
tiempo requeridos en la formacion del biofilm sobre acrilicos. Para esto se compararon
los registros fotograficos de biofilm por tincion de Gram y BC. Encontramos que al
trabajar concentraciéon de 1.0 x 10° UFC/ml se obtenia fuerte biofilm a las 24horas.
Adicionalmente establecimos que C. tropicalis present6 la mayor formacion de biofilm,
seguida por C. albicans, C. guillermondii, C. tropicalis, mientras que C. auris fue la cepa

gue presentd formacién de biofilm disminuida.

Las infecciones causadas por biofilm de Candida spp. si no son tratadas
oportunamente y de forma exitosa pueden generar complicaciones, como infecciones
invasivas y llevar a la muerte, (56)tras el aumento en la resistencia fungica presentada
por estas levaduras, se ha estudiado el efecto de las nanoparticulas como alternativa
para esta problemética, gracias a que los metales han jugado un papel muy importante
en el tratamiento de infecciones causadas por diferentes microorganismos,
principalmente infecciones bacterianas. (57) Las nanoparticulas implementadas en
este estudio contaron con un tamafo promedio de 41,15 d nm para las NPsAg-47 y de
21,0 d nm para las NPsAg-49. Por medio de SEM se evidencio que las NPsAg-47

presentaban forma alargada y redondas y las NPsAg-49 fueron redondas (figura 9).
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El efecto producido por NPsAg-47 y NPsAg-49 sobre el biofiim de levaduras fue
evaluado por medio de ensayo MTT, gracias a que se puede medir la supervivencia y
proliferacion celular de las levaduras en el biofilm, al determinar la funcionalidad
mitocondrial. La cantidad de levaduras vivas es proporcional a la cantidad de cristales
de formazan producido, con los resultados se generaron curvas de dispersion para
cada levadura, en las figuras 10, 11, 12, y 13 con las cuales determinamos las
concentraciones requeridas para lograr un efecto inhibidor (CMI) sobre el biofilm de
Candida spp. Las NPsAg se probaron a concentraciones muy pequefiasdesde
0,003ug/mL hasta 2.0pg/mLy establecimos que son funcionales a las concentraciones
(0.25 pg/ml y 0.5 pg/ml), seguramente gracias al tamafio promedio de 41.15nm de las
NPsAg-47 y de 21.0nm de las NPsAg-49. Nuestros resultados concuerdan con los
presentados por Hwnag y col.,(46)quienes determinaron la actividad antifangica de las
NPsAg de tamafio <0.8um contra C. albicans. Esta sustancia exhibié una
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 2.0 mg/ml en C. albicansdemostrando la
efectividad de las NPsAg contra la disfunciébn mitocondrial en concentracion baja y sin
evidencia de toxicidad.

Se observé que el efecto de las NPsAg-47 y NPsAg-49 sobre el biofilm de Candida fue
diferente,esto se puedeevidenciar al comparar las curvas de biofilm pre-formado y
post-formado de cada levadura, las curvas azules indican pre-biofilm y las rojas post-
biofilm, a menor absorbancia menor cantidad de células fangicas presentes en las
muestras. En la figura 10 se evidenciaque para C. albicans las NPsAg-47 tienen mayor
efecto inhibidor en tratamiento pre-biofilm que post-biofilm, mientras que las NPsAg-49
muestran un efecto contrario, en la figura 11; se evidencia que para C. guillermondii
ambas nanoparticulas actian mejor en pre-biofilm. La figura 12 muestra que para C.
tropicalis el efecto inhibitorio de las NPsAg-47 y NPsAg-49 es contrario al evidenciado
para C. guillermondii (figura 11), en este caso el efecto es mayor en post-biofilm con
ambas NPsAg. Finalmente, se logra observar que en C. auris(figura 13)los resultados
obtenidos son contrarios a C. albicans (figura 11), el efecto de la NPsAg-47 es mejor en
post-biofilm y de la NPsAg-49 en pre-biofiim. Con estos resultados no es posible

establecer cual de las NPsAg probadas es mejor inhibiendo la formacion del biofilm.
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No se observo diferencias marcadas entre las CMI de las NPsAg-47 y NPsAg-49 entre
los biofilm pre-formado y post-formacion (tabla 9), resultado diferente al obtenido por
Lara y col., (6)quienes en su estudio con Candida concluyeron que la concentracion
requerida de NPsAg para el tratamiento de un biofilm post-formacion fue de0.0089 ppm
y un biofilm pre-formacionfue de 0.48 ppm, demostrando que las concentraciones para
tratamiento de un biofilm post-formacionno es mayor a la requerida para tratar un

biofilm pre-formacion.

El efecto de las NPsAg tanto en pre-biofilm y post-biofilm, también fue evaluado
microscépicamente por BC, es una tincion de fluorescencia que permite visualizar
elementos fungicos de forma mas rapida uniéndose a la celulosa y quitina de la pared
fungica. (58)Las estructuras se visualizan de color azul usando microscopio de
fluorescencia. En las figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y
29 se evidencia la reduccion del biofilm previamente formado al afladir NPsAg-47 y
NPsAg-49, estopermitié confirmar el resultado obtenido por el ensayo MTT, de acuerdo
al registro fotografico la CMI de 0.25 ug/ml de NPsAg-47 fue la que mostré mayor
efectividad sobre pre-biofilm contra especies de C, guillermondi, C, tropicalis y C. auris
(tabla 9). Estos resultados concuerdan con lo propuesto por Modiri y col. quienes
demostraron que no hay diferencias significativas en la eficacia de medicion de
biomasa de biofilm de Candida parapsilosis por las técnicas de cristal violeta y
MTT.(52)

Finalmente se realiz6 SEM con el fin de observar la diferencia entre el biofilm de las
distintas levaduras estudiadas y asi poderconfirmar el efecto inhibitorio de las NPsAg-
47 y NPsAg-49 sobre el biofiim de Candida spp. Se observo que el biofilm de C.
albicans era mas denso y con poca presencia de hifas, al adicionar las NPsAg se
redujo la matriz de polisacaridos que formaba el biofilm (tabla 10).En el caso de C.
tropicalis la matriz del biofilm era menos densas pero con gran cantidad de hifas,
observamos que la aplicacién de las NPsAg provoco su reduccion (tabla 11). En el
caso deC. aurisse observo que el biofilm era menos denso y no habia presencia de

hifas (tabla 12) al adicionar NPsAg la reduccién del biofilm fue mas evidente que paraC.
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albicans y C. tropicalis.Selvaraj y col, (2)lograron observar bajo SEM un dafio en la
membrana causado por la ruptura de la barrera de permeabilidad en Candida albicans
gue ocasionan las NPsAg para poder destruir el biofilm formado. De igual forma, Lara y
col, (6)en su estudio encontraron resultados que confirman la accién de la NPsAg sobre
la membrana de la levadura causando una permeabilizacion mayor para permitir el
ingreso de la NPsAg, en el presente estudio, se logré evidenciar un dafio en la

membrana de levaduras de Candida spp. por SEM (figura 30).

Las NPsAg-47 y NPsAg-49 fueron de utilidad para la reduccion de biofilm formado,
pero aun mas importante demostraron una gran capacidad para prevenir la formacion
de biofilm de Candida spp., lo que indica que su capacidad antifungica es de amplio
espectro y podrian considerarse como alternativa de tratamiento y su uso para prevenir
la formacién de biofilm de los catéteres antes de ser implantados en los pacientes

mediante recubrimiento con NPsAg.
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8. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata inhiben in vitro la formacion de biofilm por C. albicans, C.

guillermondii, C. tropicalis y C. auris

La NPsAg-47 fuela mejor alternativa de tratamiento,al actuar a concentracion de
0,25ug/ml.

Las concentraciones minimas inhibitorias para las NPsAg obtenidas en este ensayo
fueron de 0.5ug/ml y 0,25ug/ml, lo que permite evidenciar que las concentraciones

necesarias para lograr un efecto son bajas.

Las NPsAg provocaron la reduccion de la formacién de biofilm y se evidencio mediante

microscopia electronica de barrido el dafio en la membrana de las levaduras.
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ANEXOS

Anexo 1:

Preparacién de PDA

Se prepararon 1000mL de medio dividido en 2 Erlenmeyer de 500mL cada uno, para
cada Erlenmeyer se rehidrataron 19.5g del medio en 500mL de agua destilada. Se
calentd agitando el medio hasta disolver por completo. Finalmente se llevaron a
esterilizar para luego adicionar en cajas de petri.
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Anexo 2:

Tincion de Gram:

Se realiza en una placa de cultivo celular. En el pozo Al de la placa seleccionada se
agrega colorante Cristal Violeta; en el B1 se agrega Lugol de Gram; en el C1 se agrega
Alcohol de Gram y en el D1 se agrega Fucsina de Gram. Se sumerge cada acrilico en

cada uno de los pozos, realizando lavados sumergiendo el acrilico entre cada
colorante.

Colorante Tiempo

Cristal Violeta 1 minuto

Lugol de Gram 1 minuto

Alcohol de Gram | 15 segundo

Fucsina de Gram | 30 segundos
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Anexo 3:

Coloracion Blanco Calcofluor:

En la placa de cultivo celular seleccionada para coloracién se destina la columna 6 para
esta coloracion, en el pozo A6 se agrega colorante Blanco Calcofluor y se deja cada
acrilico 1 minuto, luego se procede a lavar en los pozos del B6 al D6 sumergiendo el

acrilico. Finalmente se dejan secar los acrilicos a temperatura ambiente.

B
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Anexo 4:

Resultados del ensayo realizado para la seleccion de cepas productoras de biofilm

Lectura 360 NM

Levadura Ensay | Ensay | Promedi
ol 02 0
C. albicans 1| 0.091 |-0.024
C. albicans 2| 0.151 | 0.146 | 0.148
C. albicans 3| 0.162 | 0.135 | 0.149
C. albicans 4| 0.203 | 0.136 | 0.169
C. albicans 5] 0.180 | 0.128 | 0.154
C. albicans 6| 0.174 | 0.141 | 0.157
C. albicans 7| 0.177 | 0.135 | 0.156
C. albicans 8 0.096 | 0.135 | 0.115
C. albicans 9| 0.020 |-0.013
C-albeans |.0.004|-0.019
C-albieans 16,019 [-0.000
C. a'fizcans 0.028 | 0.002 | 0.015
C. a'fgcans 0.004 | -0.040
C-albans | 0.064 | 0.150 | 0.107
C. a'fi;ans 0.175 | 0.147 | 0.161
C. albicans | 0.180 | 0.150 | 0.166
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16

C. albicans
17

0.185

0.148

0.166

C. albicans
18

0.167

0.159

0.163

C. albicans
19

0.187

0.150

0.167

C. albicans
20

0.159

0.171

0.165

C. albicans
21

0.151

0.146

0.148

C. albicans
22

0.117

0.055

0.086

C. albicans
23

0.162

0.141

0.151

C. albicans
24

0.156

0.143

0.149

C. albicans
25

-0.038

-0.058

C. albicans
26

0.125

0.124

0.124

C. albicans
27

0.144

0.132

0.138

C. albicans
28

0.158

0.144

0.151

C.
guillermondi
i 31

0,164

0,153

0,158

C.
guillermondii
32

0.158

0.144

0.151

C.
guillermondii
33

0.176

0.140

0.157




C.
guillermondii
34

0.164

0.137

0.150

C.
guillermondii
35

0.136

0.147

0.141

C.
guillermondii
36

0.158

0.149

0.153

C.
guillermondii
37

0.080

0.134

0.107

C.
guillermondii
38

0.149

0.163

0.156

C. tropicalis
41

0.155

0.149

0.152

C. tropicalis
42

0.149

0.154

0.151
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C. tropicalis

piA 0.153 | 0.152 | 0.152
C. ”‘ﬂca"s 0.140 | 0.155 | 0.147
C. ”Z%ica”s 0.158 | 0.149 | 0.153
C'”°4p6i°a”s 0.214 | 0.135 | 0.174
C-tropicalls | .162 | 0.150 | 0.156
C. ”Z%ica"s 0.072] 0.161

C.auris 51 | 0.062 | 0.073 | 0,067
C.auris52 | 0.031]0.031 | 0,031
C.auris 53 | 0.016 | 0.013 | 0,014
C.auris54 | 0.030 | 0.036 | 0,033




