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Resumen
El ultrasonido son ondas acusticas con una frecuencia mayor a 20 kHz; en la naturaleza es
posible percibir como diferentes animales y microorganismos lo usan como mecanismo para
solventar sus necesidades y poder sobrevivir, es por ello que este trabajo se ha planteado
determinar los efectos que la vibracion ultrasonica produce en la incubacion de bacterias,
empleando dos tipos de especies Escherichia coli y Staphylococcus aureus ya que una
adecuada frecuencia del ultrasonido (40kHz) produce una cavitacion constante lo que
conduce un cambio en el estado de vida de las células llevando a una aceleracion o
desaceleracion de su proliferacién, sumandole otras condiciones como la temperatura a 37°C
y una exposicion en diferentes intervalos de tiempo de 30, 60 y 90 minutos. Lo cual llevo a
cambios evidentes en las especies bacterianas a nivel macroscopico, realizandose un analisis
de las imagenes tomadas a lo largo de tres dias, las cuales se procesaron para visualizar la

intensidad de la coloracién de la especie bacteriana de eleccién.

Palabras clave: ultrasonido, cavitacion, bacteria.



Abstract

Ultrasound is acoustic waves with a frequency greater than 20 kHz; In nature it is possible to
perceive how different animals and microorganisms use it as a mechanism to meet their needs
and to survive, which is why this work has set out to determine the effects that ultrasonic
vibration produces in the incubation of bacteria, using two types of species Escherichia coli
and Staphylococcus aureus since an adequate frequency of ultrasound (40kHz) produces a
constant cavitation which leads to a change in the state of life of the cells leading to an
acceleration of their proliferation, adding other conditions such as temperature 37°C and an
exposure in different time intervals of 30, 60 and 90 minutes. Which led to evident changes in
the bacterial species at the macroscopic level, carrying out an image analysis where the
images taken over three days were processed to visualize the intensity of the coloration of the
bacterial species of choice.

Keywords: ultrasound, cavitation, bacteria



Introduccién
A lo largo de varios afios, el ultrasonido se ha encontrado presente en diversidad de
industrias y ciencias. Siendo empleando en equipos biomédicos, métodos terapéuticos o
incluso en ciertos procesos para mejorar la calidad de algunos alimentos. Y no solo de esta
manera, sino ademas haciendo notar los efectos que produce en ciertos organismos
biolégicos como mamiferos entre ellos los murciélagos, que usan este mecanismo para poder

solventar sus necesidades (Gallo et al., 2018; Najjarzadeh et al., 2020).

En vista de todo lo anteriormente mencionado en este trabajo de integracion curricular
se decidié aplicar este fendbmeno ultrasénico en otro tipo de microorganismos como son las
bacterias, donde se empleé dos tipos de especies Staphylococcus aureus y Escherichia coli
para exponerlos en un bafio de ultrasonido con una frecuencia de 40 kHz en diferentes
intervalos de tiempo de 30, 60 y 90 minutos, en conjunto con otras condiciones que requieren
estos microorganismos para poder proliferar como lo es la temperatura (37°C). A lo largo de
tres dias de estudio y control se pudieron hacer evidentes los cambios que se iban
produciendo, siendo los mas importantes una aceleracion en su crecimiento, cambios de
coloracién y en algunos casos como el ultrasonido afectdé para que no haya ningun tipo de

desarrollo en las colonias bacterianas.

Todo este trabajo contiene una breve explicacién en varios capitulos que van desde
una definicién del ultrasonido, sus aplicaciones, equipos de generacion, los efectos que
produce en organismos biolégicos, por otro lado, los cultivos bacterianos empleados Manitol
y EMB, las especies bacterianas usadas, la metodologia desarrollada y finalmente el analisis
de resultados macroscopico y microscopico mediante el programa ImageJ donde se

obtuvieron gréficas que muestran la intensidad de color.

Finalmente, es fundamental resaltar la importancia que tiene esta investigacion en el
ambito educativo y médico, ya que se plantea como otra alternativa para el desarrollo de

microorganismos que, si bien no reemplazaria a la cominmente usada, podria servir en caso



de querer ralentizar la proliferacion de estas especies bacterianas. Ademas de ensefiar otra
posible aplicaciébn que posee el ultrasonido y como emplea sus mecanismos como la

cavitacion para ayudar al desarrollo de estos microorganismos.



Capitulo uno
Marco Teorico
1.1 El ultrasonido
El ultrasonido (US) se define como ondas sonoras con una alta frecuencia que
sobrepasa el umbral del oido humano, es decir mayores a 20 kHz. El oido humano posee
sensibilidad a frecuencias entre 20 Hz y 20 000 Hz, con una cantidad de nivel entre 0 dB y
140 dB, los sonidos que se emiten en este rango y no pueden ser percibidos por nuestro oido
humano se los conoce como ultrasonidos, los cuales pueden generar frecuencias arménicas

y subarmodnicas dentro del rango de audicién (Li et al., 2021; Moyano et al., 2022).

El US se puede dividir de acuerdo a las funciones que cumple en las sustancias de
destino; esto dependiendo si posee una alta intensidad y baja frecuencia (I=10-1000 W/cm?
y F=20-100 kHz) su rango medible sera en kHz empleado para generar rompimiento celular,
procesamiento o0 estabilizacion de alimentos, homogenizacion de emulsiones,
permeabilizacion de la membrana celular, entre otras; mientras que el ultrasonido de
diagnéstico posee una baja intensidad y alta frecuencia (I< 1 W/cm?y F > 1 MHz) con un
rango en MHz, bastante (til en ecografias, aplicaciones terapéuticas, control de calidad,

fendbmenos de relajacion, etc (Carrillo et al., 2021; Delgado, 2011).

Cabe destacar que el ultrasonido como movimiento ondulatorio posee propiedades
fisicas similares a las ondas sonoras. Sin embargo, gracias a su alta frecuencia y longitudes
de onda mas cortas, este tipo de ondas ultrasénicas se difractan en menor proporcién que
las ondas de sonido audibles, siendo absorbidas en el aire mas rapidamente; por tanto, no
son capaces de transmitirse a distancias muy largas. En cuanto a su velocidad de
propagacion en el aire a temperatura ambiente es similar a la de los sonidos audibles, con un
valor de alrededor 343 m/s, mientras que la velocidad que posee en un medio liquido como
el agua es mucho mayor, aproximadamente 1500 m/s. Las ondas ultrasénicas cuando se
propagan a través de un medio, transfieren energia mediante el choque entre particulas. Una

porcion de esa energia se pierde o reordena por medio de diferentes mecanismos como la



absorcion, dispersion, pérdida de viscosidad o conduccion térmica. Las ondas mecanicas de
ultrasonido se propagan de manera similar a las ondas de sonido audible esto ocurre a través
del desplazamiento de las moléculas que componen el medio en el que se mueven las ondas.
Las ondas de ultrasonido pueden propagarse en la misma direccion que las particulas (ondas
longitudinales) o transversal o perpendicularmente. Las ondas longitudinales son las més
importantes para las aplicaciones médicas de ultrasonido; los efectos y los mecanismos de
Su generacion se exponen en la Tabla 2. Por tanto, las ondas de mayor frecuencia se
absorben mejor que las ondas de menor frecuencia; donde la amplitud y la intensidad de la

onda se reducen con la distancia a una tasa de alrededor de 0,5 dB (Moyano et al., 2022).

En cuanto a estos mecanismos de accién concretamente a su conduccion, estos se
pueden clasificar principalmente en: térmicos donde involucra la generaciéon de energia
mecanica o calbrica y no térmicos como la cavitacion, rarefaccion, formacion de radicales
libres, choques micro-mecanicos y fuerza de radiacion, estos se detallan con mejor precision

en la Tabla 1 (Delgado, 2011).

Tabla 1

Mecanismo de Accién del Ultrasonido

Tipo Mecanismo Aplicacién

Eliminacién mecanica por irrupcién de la Desinfeccion, lesién
o bacteria, mediante burbujas localizadas celular (lisis) e
Cavitacion _ L o
expuesta a una temperatura de 5500°C y inactivacion enzimatica.
presion de 500 MPa.
Sondlisis del agua puede generar iones Inactivacién enzimética.

hidroxilo (OH-), hidrogeno (H+) y

Formacién de Radicales

libres o
perdxido.
) Rotura de las paredes celulares de Efecto antimicrobiano,
Choques micro- ) ) o L
microorganismos. lisis e inactivacion

mecanicos intracelulares o
enzimatica.

) Transmision de la onda, se debilita con Inactivacién microbiana.
Produccidn de energia
N o la distancia si es sometido a material
caléricay mecéanica
atenuante.



o Vibracion local en tejidos por radiacion Analisis clinicos
Fuerza de radiacion o
acustica
Compresiony Microcorriente acustica Inactivacion microbiana
Rarefaccion y enzimética

Nota. En esta tabla se observa los subtipos de mecanismos no térmicos del ultrasonido y sus
aplicaciones. Adaptado de Aplicacion del Ultrasonido en la Industria Alimentaria de los Alimentos (p.
143), por Delgado, 2011, Revista Especializada en Ingenieria de Procesos en Alimentos y

Biomateriales. Vol 6.

Cuando el ultrasonido de mayor potencia se disemina en un medio liquido en conjunto
con el gas disuelto produce cambios en la presion provocando la formacion de burbujas, este
fendmeno es conocido como cavitacion; estas burbujas se caracterizan por la dinamica de
sus oscilaciones, temperaturas y el limite de presiéon cuando se destruyen. Durante las
oscilaciones por los nucleos de gas disueltos y el vapor del solvente estos penetran por dentro
y fuera de las burbujas, esto a causa de un proceso de difusion rectificada; es por ello que la
cantidad de gas que se difunde es mayor durante la fase de expansién que la fase de
compresion. Por lo cual, conduce al crecimiento de las burbujas hacia un rango de tamafio
de resonancia, llegando hasta una proporcion maxima dentro de un ciclo acustico y
generando altas temperaturas dentro de las burbujas lo que lleva a su destruccién (Huang et

al., 2017).

1.1.1 Aplicaciones del ultrasonido

El ultrasonido es una de las tecnologias mas ampliamente estudiadas y en desarrollo,
existen varias aplicaciones en ciencias e industrias como la ingenieria, medicina, quimica,
fisica, biologia y alimentos. A lo largo de los afios, los avances cientificos han permitido
mejorar los métodos de tratamiento para enfermedades como Meniere y el Parkinson que
mediante el US permite la destruccion del nervio vestibular y ultrasonido enfocado usado para
la eliminacion localizada del tejido afectado en el cerebro, respectivamente (Miller et al.,

2012).



En el aspecto biomédico existen diversos meétodos y equipos que poseen Como
fundamento el ultrasonido, ya sean en la deteccion de 6rganos, masas tumorales, defectos
prenatales y posnatales, entre otras. Entre los usos mas comunes se encuentra el diagndéstico
por imagen y el tratamiento terapéutico, pudiendo el US crear efectos no solo mediante
calentamiento de tejidos sino por mecanismo no térmicos como la cavitacion ultrasonica,
activacion de cuerpos de gas, tensidbn mecanica u otros procesos no térmicos indeterminados

(Huang et al., 2017).

Por lo general, el rango de frecuencia usado para diagnostico es alrededor de 2 a 12
MHz, lo cual dependera de la amplitud de la presion, frecuencia o longitud de propagacion,
en el caso de los dispositivos de ultrasonido terapéutico utilizan rafagas cortas u ondas
continuas que dispersan energia a los tejidos afectados mejorando el flujo sanguineo, esta
técnica generalmente es empleada para terapia fisica, ayudando a acelerar la curacion de
tendones, musculos y otros tejidos. Otro novedoso método aprobado por la FDA es el
ultrasonido enfocado de alta intensidad HIFU que favorece en el tratamiento de fibromas
uterinos, ablacion cardiaca y de partes blandas viscerales e incluso el glaucoma. Por otro
lado, unaterapia que se fundamenta en el ultrasonido de potencia moderada y baja frecuencia
con microburbujas es la sonotrombolisis directa que se encuentra recientemente aprobado
para el tratamiento de enfermedades trombéticas como accidente cerebrovascular (Miller et

al., 2012).

El ultrasonido ha logrado sobresalir y va en constante crecimiento debido a sus
propiedades de inactivacion microbiana y enzimatica. En la industria alimentaria ha sido
objeto de estudio particularmente para el control de calidad y ademés por producir cambios
bioquimicos, quimicos y mecénicos debido a la cavitacion, lo cual ha facilitado desarrollar
aplicaciones en el procesamiento de alimentos, siendo las mas usadas la activacion o
desactivaciébn enzimatica, emulsificacién, conservacion, cristalizacion, hidrogenacion,
ablandamiento de carnes e incluso mejorar la extraccion de principio activos de matrices

alimentarias (Gallo et al., 2018; Najjarzadeh et al., 2020).



Entre los efectos quimicos y/o mecanicos contribuye con procesos de
homogenizacion, mezcla, filtracion, deshidratacion, fermentacion y desgasificaciéon mediante
acciones antiespumantes, minimiza el tamafio de particulas, dispersion de agregados,
inactivacion de microorganismos y enzimas. Se ha podido comprobar que es de gran utilidad
en la valoracion de textura, composicién y viscosidad de alimentos, al igual que para el
desarrollo de métodos de analisis no invasivos y para establecer niveles de homogenizacion
de glébulos de grasa en productos lacteos, entre otras aportaciones. Un punto importante a
considerar es que el ultrasonido influye en la destruccion de la membrana biolégica de
microorganismos cuando es sometida a temperaturas inferiores a las que comidnmente se
emplean durante la esterilizacion, del mismo modo ejerce un accion coadyuvante en procesos

como extraccion, pasteurizacion, entre otras (Delgado, 2011).

El uso que se le atribuya al ultrasonido dependera de sus propiedades, si es de baja
frecuencia y alta intensidad genera fuerzas mecéanicas y de cizallamiento, siendo empleado
en procesos de emulsificaciéon en la industria lactea; por otro lado, si posee una alta frecuencia
y baja intensidad se utiliza ampliamente en aplicaciones en las que es necesaria una gran
cantidad de radicales redox, como la oxidacién de contaminantes organicos, pero no es muy
empleado en el procesamiento de alimentos, excepto para fines de control y diagnéstico de

calidad (Huang et al., 2017).

Por otra parte, una aplicacién poca destacada del US es su potente accion en la
limpieza de superficies, siendo bastante Util para la desinfeccién de instrumental quirdrgico,
material de laboratorio, bisagras, cerraduras e incluso siendo empleada para la limpieza
dental. Estas practicas poseen como principio un mecanismo no térmico llamado cavitacion,
gue mediante vibraciones ultrasonicas atraviesan la solucion de limpieza y crean burbujas,
gue mientras estas se hagan mas grandes implosionan, creando un vacio en la solucién que
atrae los desechos de los instrumentos hacia el fluido circundante, permitiendo de esta
manera una limpieza eficaz de las partes mas complejas de estos materiales (World Health

Organization and Pan American Health Organization, 2016).
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1.2 Equipos de generacion
En la actualidad se dispone con al menos tres tipos de equipos que generan
ultrasonido, permitiendo de esta manera poder desarrollar diversas actividades en el

laboratorio (Delgado, 2011).

1.2.1 Bafios de ultrasonicos

Los bafios de ultrasonido son uno de los equipos més populares y faciles de manejar,
ya que son empleados para la limpieza de material de laboratorio porque mediante sus
vibraciones y la cavitacion que producen sus burbujas agiliza el proceso de extraccion de
desechos e impurezas de los objetos que se colocan. Este equipo esta formado por
transductores que se encuentran en la base, un recipiente de acero inoxidable junto a un
sistema de generacion de energia. Una de sus principales desventajas es su baja potencia
gue proporciona al medio, al igual como su inestabilidad de campo acustico dentro del bafio

y el poco control que se puede mantener de la temperatura (Najjarzadeh et al., 2020).

Figura 1

Equipo de Bafios de Ultrasonido Branson 1800

=00

Nota. Adaptado de Branson Ultrasonics [Fotografia], por Fisher

Scientific, 2022, https://n9.cl/fkOac.

1.2.2 Sistemas tipo sonda
Este equipo esta formado por una sonda metdlica la cual proporciona la vibracion al
medio liquido por medio de un transductor, su potencia necesita de la extension en la punta

de la sonda, la cual esta dirigida por la intensidad eléctrica que suministra el equipo
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amplificador. Esta sonda debe poseer buena resistencia a la erosion que produce la
cavitacion al final de la sonda. En el caso de sondas cilindricas brindaran energia acustica al
medio, solo si existe una disminucién del diametro por tanto se obtiene una mejor amplitud
de vibracion, hay que rescatar que existen ciertos sistemas de este tipo que funcionan con

sondas intercambiables donde fluctian los diametros de superficie emisora (Delgado, 2011).
Figura 2

Sonda de sonicacion de gran superficie
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Nota. Adaptado de Cascafrodo de Hielscher — Sonda de sonicacion de
gran superficie [Fotografia], por Hielscher Ultrasound Technology, 2022,

https://n9.cl/p2evu

1.2.3 Equipos disefiados para la aplicaciéon de ultrasonido de potencia

En la industria alimentaria se han disefiado y modificado equipos que permitan hacer
uso del ultrasonido, como, por ejemplo, secadores de conveccion directa con transductores
ultrasénicos empleados para el secado de frutas y verduras; este secador consta de un plato
donde se posicionan laminas del alimento y por accion del aire caliente en conjunto con el
transductor que produce vibraciones que eliminan el agua del producto. Otro tipo de maquina
que facilita la refrigeracién y pasteurizacion de concentrados de zumos y pulpas de frutas, es
un cilindro giratorio por donde pasa el fluido, ademas posee transductores tipo tinel los cuales
originan las vibraciones, estos son muy utiles combinados con métodos térmicos para la
pasteurizacion donde se les han acoplado sondas al final del pasteurizador. Por ello para este

fin, la temperatura se complementa con una onda ultrasénica de 20 KHz de frecuencia, la
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cual es apropiada para el rompimiento celular de microorganismos patégenos; solo existe una
pequefia desventaja cuando es usada en zumos de frutas ya que parametros como el pH 'y
acidez se ven afectadas, por esta razdn es indispensable disminuir el tiempo y la temperatura

para evitar modificaciones en la calidad del producto (Delgado, 2011).

Figura 3

Homogeneizador Ultrasénico

Nota. Adaptado de Homogeneizadores de Laboratorio- Potente

Ultrasonido [Fotografia], por Kasalab, 2022, https://n9.cl/ns520

1.3 Efectos del ultrasonido en organismos biolégicos

En la naturaleza es posible percibir como diferentes animales y microorganismaos usan
el ultrasonido como mecanismo para solventar sus necesidades y poder sobrevivir. Siendo
asi que los murciélagos, son uno de los mamiferos que usan el US para desplazarse y
alimentarse, emiten rafagas ultrasénicas que rebotan en sus presas en forma de eco, las
cuales son receptadas por el cerebro y sistema de audicion de sus presas, es por ello que
Lazzaro Spallanzani considerado el “padre de los ultrasonidos” demostré que estos animales
usan sonidos inaudibles, lo que en la actualidad se conceptualiza como ecolocacién. Incluso
otro ejemplo claro son algunos cetaceos que aprovechan este fenébmeno para cazar o evadir
obstéculos usando US por su sistema vocal (Gallo et al., 2018; Moyano et al., 2022; Rodriguez

et al., 2007).
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En cuanto a microorganismos es usual pensar que este fenémeno es capaz de afectar
en su crecimiento, pero para que esto llegase a ocurrir existen factores de los cuales
dependerd mucho su umbral de tolerancia, una de ellas es que la insonacién la cual debe ser
de baja intensidad ya que esto permitird incrementar el transporte de pequefias moléculas en
la solucion produciendo una cavitacion constante, favoreciendo en el estado de vida de las
células microbianas acelerando su proliferacion y mas productos del metabolismo; mientras
gue una mayor frecuencia e intensidad ocasionaria dafios irreparables en las células debido
a que genera fuertes fuerzas mecdnicas y de cizallamientos lo que impide el desarrollo de

estas células (Li et al., 2021).

El rango de frecuencia de los ultrasonidos es amplio y va a depender del propésito
para el que es empleado, por lo cual la potencia que separa los diferentes mecanismos
biolégicos de impacto de los ultrasonidos en el cuerpo es de 100 KHz, donde es importante
considerar los posibles riesgos en personas expuestas al US debido a estas ondas sonoras
no audibles con las que trabajan diariamente, por ello seria interesante estudiar los efectos y

limites que pueden tolerar antes de ocasionar dafios en la salud (Moyano et al., 2022).

1.4 Cultivo Bacteriano

A partir de los avances en la microbiologia y el descubrimiento de los medios de cultivo
en el siglo XIX, se generd uno de los primeros métodos para analizar la microbiota humana,
empleando medios artificiales para ayudar a la proliferacion y aislamiento de bacterias. En
sus inicios los medios eran colocados en placas de vidrio, pero gracias a Julius Richard Petri
se las sustituyd por cajas de cultivo en forma circular denominadas cajas petri, permitiendo
de esta manera mejorar la visualizacion de las colonias aisladas y evitar la contaminacion

(Bonnet et al., 2020).

Los cultivos han facilitado el estudio de la susceptibilidad de las bacterias a los
antibidticos, esto con el fin de mejorar en el diagndéstico y tratamiento de pacientes que

padecen patologias a causa de estos microorganismos. Ademéas a partir de medios de
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cultivos bacterianos puros, se ha podido acceder a la secuenciacion del genoma de cepas y
otros estudios protedmicos para distinguir proteinas especificas y examinar su antigenicidad
por medio de técnicas inmunoprotedmicas, que posteriormente contribuiran como antigenos
para pruebas serologicas; asi mismo en la manipulacién de genes para investigar causas de
la resistencia a antibioticos, como también el potencial invasivo de las bacterias (Lagier et al.,

2015).

Hay que tener en consideracién un factor primordial que influye en el crecimiento de
estos microorganismos que son los nutrientes, entre ellos se incluyen: el agua, fuentes de
carbono, nitrégenos y algunos factores de crecimiento; como se puede apreciar en la Tabla

2 (Poirel et al., 2018).
Tabla 2

Nutrientes para el crecimiento bacteriano

Tipo Accioén

Solubiliza nutrientes, transporta y asegura las reacciones de
Agua hidrélisis. Algunas bacterias necesitan de agua libre para su

crecimiento.
Esencial en la produccion de moléculas de carbono, grasas,
Fuentes de Carbono

carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos.
Fuentes de Nitrégeno Permite la produccién de proteinas.
Elementos que las bacterias no pueden sintetizar a partir de los

Factores de crecimiento nutrientes disponibles en el medio ambiente como: bases puricas

y pirimidinicas, aminoacidos y vitaminas.

Nota. En esta tabla se visualiza los factores mas importantes para la proliferacion bacteriana.
Adaptado de Cultivo bacteriano en condiciones selectivas y no selectivas: la evolucion de los medios
de cultivo en microbiologia clinica (p. 3), por Bonnet, 2020, Revista Nuevos microbios y nuevas

infecciones. Vol 34.

Se debe resaltar que existen diferentes medios de cultivo, los cuales han sido

adaptados en su formulacion con diversos nutrientes y otras condiciones que permiten la
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correcta proliferacion de diversas cepas bacterianas, por lo cual se detalla los tipos de medios

gue en la actualidad son de los mas usados (Zabel & Morrell, 2020).

Medios de cultivo no selectivos

Este tipo de medio de cultivo no posee inhibidores y dan una amplia posibilidad para
gue se dé el crecimiento de la mayoria de los microorganismos. Inicialmente poseyd una
formulacion empirica donde se encontraban infusiones de carnes o extractos de corazén,
cerebro o incluso extractos de levadura que aun permanecen dentro de los componentes
principales. Otra fuente de nutrientes que se encuentran exentos de carbohidratos son las
peptonas, las cuales son productos solubles de la hidrélisis enzimatica de proteinas y es
usada como aditivo en los medios de cultivo no selectivos, o incluso una variedad de enzimas

y sustratos como carne, caseina, soja y gelatina (Bonnet et al., 2020).

Agar sélido y suero coagulado

Con la revolucion de la microbiologia clinica desde la creacion de las cajas petri han
permitié visualizar las colonias y frenar en parte la contaminacién; por consiguiente para la
preparacion de estos agares se implementado ingredientes de cocina como gelatinas o agar
gue ha permitido medios de cultivo mas sélidos, cabe destacar que se pueden usar otros
componentes que ayudaran a generar el mismo efecto, como huevos coagulados, como el
medio Lowenstein-Jensen empleado para cultivar Mycobacterium, o también usar suero

coagulado para realizar Corynebacterium (Zabel & Morrell, 2020).

Medios enriquecidos

Existen microorganismos con condiciones exigentes para su crecimiento, es por ello
gue han disefiado este tipo de medios de cultivo enriquecidos, teniendo dentro de sus
componentes la sangre, que suministra hemina y otros nutrientes. Con frecuencia se agrega
en varios medios para incrementar notablemente el crecimiento de bacterias de tipo

anaerobias. Esta clase de agar surgié de manera accidental para un cultivo de Mycobacterium
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tuberculosis, mostrando ser un método mas eficaz y rdpido a comparacion de los medios

comunes que estan hechos a base de huevo (Lagier et al., 2015).

Medios de cultivo selectivos

Los medios de cultivo selectivos fueron creados especificamente para un tipo
determinado de microorganismo, provocando una inhibicion en el desarrollo de los demas.
En su formulacién posee: componentes organicos e inorganicos en los que se incluyen acidos
desoxicélicos y sales biliares que son usados para evitar el crecimiento de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, respectivamente; antibiéticos y antisépticos los cuales no poseen
buena especificidad ya que pueden erradicar muchos géneros o especies bacterianas, pero
dentro de los mas empleados estan un coctel de polimixina B, anfotericina B, acido nalidixico,

trimetropim y azlocilina para medios de cultivo de Mycobacterium (Bonnet et al., 2020).

Hay que considerar otros factores de los cuales se debe mantener un control para
acelerar el crecimiento bacteriano como la temperatura, atmésfera y tiempo de incubacién.
Respecto a la temperatura, la mayoria de especies necesitan de temperaturas medias de 25
a 45 °C siendo una temperatura ideal de 37 °C, es un elemento critico para el buen desarrollo
de estos microorganismos; en cuanto a la atmdsfera cada especie bacteriana puede requerir
condiciones aerofilicas, anaerdbicas, microaerdfilas dependiendo de sus necesidades de O,
COg2, N2 para su recuperacion 6ptima; finalmente el tiempo de incubacién oscila entre las 24
a 48 h y se podra mantener los cultivos dentro de un rango de 5 dias, aunque hay especies
gue necesitan mucho mas tiempo como por ejemplo Bartonella spp. cuyo desarrollo es lento
y requiere de 12 a 14 dias cuando se usa agar sangre, y ciertos aislamientos a veces

requieren periodos de incubacion més largos, mayores a 45 dias (Lagier et al., 2015).

1.4.1 Bacterias
Las bacterias son consideradas organismos procariotas unicelulares, con una
variedad de formas celulares, entre las mas comunes estan las redondas (cocos), cilindricas

(bastones), forma de maza (bastones indeterminados) y helicoidales. Poseen una pared
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celular compuesta de peptidoglucano que es un polimero de acetilglucosamina, acido N-
acetilmuramico y varios aminoacidos; su modo de reproduccion es por fision binaria a
excepcién de un grupo bacteriano que lo realiza por gemacién, cabe resaltar que estas células
pueden fragmentarse cada 20 minutos y abarcar elevadas concentraciones de sustratos, por
lo cual pueden proliferar de manera acelerada superficies expuestas. En cuanto a sus
condiciones de vida, algunas de ellas pueden soportar ambientes extremos mientras que
otras son sensibles y pueden verse afectadas por otros contaminantes, es por ello que para
la esterilizacién de los medios de cultivo se requiere temperaturas de 121 °C por 15 a 20
minutos. Aunque algunas bacterias son moviles, la gran mayoria no lo son y requieren de
ciertos elementos para adaptarse como el aire, agua, superficies o incluso animales que son
usados como vectores para dispersarse. Con respecto a su clasificacion se las puede dividir
por géneros, especies, caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas y genéticas;
anteriormente se las agrupaba por el resultado de la tincién de Gram (positiva o negativa), su
morfologia, color, flagelos o la facultad de crecer en medios especificos. Actualmente su
forma de aislar y secuenciar ADN ha conmutado de raiz su proceso de identificacién y ha
permitido generar una amplia cantidad de datos empleados para clasificar estos

microorganismos (Zabel & Morrell, 2020).

Entre las bacterias que se van a utilizar durante el desarrollo de este trabajo
investigativo estan Escherichia coli y Staphylococcus aureus, donde se presenta informaciéon

relevante y caracteristica de cada bacteria.

1.4.2 Agares

EMB Agar con Eosinay Azul de Metileno

Es uno de los agares principalmente empleados para el aislamiento selectivo de
especies de bacterias que poseen una morfologia en forma de bacilos, especificamente Gram
negativos ya que poseen un desarrollo acelerado y son poco exigentes nutricionalmente;

entre ellas destaca la familia Enterobacteriaceae. Dentro de su composicion existe una fusion
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de las férmulas de Holt- Harris y Teague con la de Levine, permitiendo obtener un rendimiento
favorecedor, ademas contiene peptona lo que ayuda a su desarrollo. Los indicadores de
eosina y azul de metileno, marcan una gran diferencia entre aquellos microorganismos que
aprovechan de lactosa y/o sacarosa para sobrevivir de los que son incapaces de hacerlo, ya
gue poseen un efecto inhibitorio sobre una amplia gama de bacterias gram positivas. La
diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que
son incapaces de hacerlo, est4 dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos
ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas. El agar
es el agente solidificante, donde muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp.
presentan un caracteristico brillo metalico, como se observa en la Figura 4. Las cepas que
utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia azulada o rosada, mientras que las que

no lo hacen son incoloras. (Rossi, 2021).

Figura 4

Escherichia coli en agar EMB

Nota. Adaptado de Reactivo gel de agar EMB Agar [Fotografia], por

Medical Expo, 2022, https://n9.cl/wh7n0

Existen algunas restricciones que posee este agar entre las cuales no es capaz de
distinguir en microorganismos fermentadores el carbohidrato que se metaboliza; de la misma
forma crea un efecto inhibitorio frente a las cepas de Enterococo y Candida pudiéndose
visualizar como colonias de tamafio puntiforme; ademas se debe considerar que algunas
cepas de Salmonella y Shigella posiblemente no se desarrollen en el agar EMB. Una parte
importante es que para establecer tanto el género como la especie microbiana es necesario

realizar pruebas bioquimicas adicionales. Es primordial preservar el medio preparado en las
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placas a una temperatura de 2 a 8 °C, especialmente protegido de la luz ya que los
indicadores son fotosensibles y puede ocasionar fotosensibilidad e inhibir el crecimiento de

varias especies (Rossi, 2021).

Manitol Salado Agar

Este medio de cultivo es util para el aislamiento y diferenciacion de especies de
Staphylococos ya que se caracteriza por su selectividad y diferenciabilidad. En su formulacion
se encuentra generalmente extracto de carne, peptona Yy tripeteina fuente fundamental de
carbono, nitr6geno, vitaminas y minerales que fomentan el desarrollo de estos
microorganismos. El rojo fenol es un indicador del potencial hidrégeno mientras que el manitol
es el hidrato de carbono fermentable y es por ello que se trata de un medio sumamente
selectivo por su elevada concentracion de salina y debido a la facultad de ciertos
microorganismos de fermentar el manitol, se lo considera diferencial. Estas bacterias
producen 4cidos que alteran al pH del medio y lo transforma incluso cambiando su coloracion
de rojo a amarillo, esto ocurre en el caso de los staphylococos coagulasa positivos ya que
fermentan el manitol provocando que sus colonias se vean como en la Figura 5. En el caso
contrario de los que no fermentan manitol, las colonias permaneceran rojas con un halo del
mismo color o purpura. Por tanto este medio de cultivo es confiable para el aislamiento de
esta especie bacteriana a partir de muestras clinicas, alimentos, productos farmacéuticos,

cosméticos (Gutierrez, 2021).

Figura 5

Staphylococcus aureus en agar Manitol

Nota. Adaptado de Staphylococcus aureus agar sal manitol

[Fotografia], por Cromosoma Cientifico, 2021, https://n9.cl/y3vuk
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Algunos enterococos pueden desarrollarse en este medio de cultivo y fermentar de la
misma forma el manitol, por ello para su diferenciacion es primordial llevar a cabo pruebas de

catalasa, tincion Gram para su visualizacién microscopica (Gutierrez, 2021).

Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, cuyas dimensiones son 2,0 — 6,0 mm
de largo y bacilos de 1,1 — 1,5 mm de ancho con extremos redondeados; se clasifican como
cocos (células esféricas) o filamentosas. Este microorganismos no fabrica esporas y suele
ser movil gracias a sus flagelos peritricos como se visualiza en la Figura 6., es anaerdbica
facultativa y productora de gas por su fermentacion de carbohidratos, igualmente tiene
actividad B-galactosidasa y produce indol, pero no es capaz de hidrolizar la urea ni puede
desarrollarse en presencia de cianuro por lo cual no seria ideal sembrarla en caldo KCN de

Moller (Percival & Williams, 2013).

Figura 6

Escherichia coli

Nota. Adaptado de Infeccidn por E. coli [Fotografia], por Cleveland

Clinic, 2020, https://n9.cl/n4b13

E. coli es versatil y se puede adaptar facilmente, en cuanto a la patologia que puede
ocasionar estan infecciones graves tanto en animales como humanos, aunque se presenta
de forma natural en la microbiota de algunos hospedadores. Se debe mantener cuidado por
la transmision de su parte virulenta y/o resistente a través de diversas vias ya sea por contacto

directo, con excrementos de animales o por alimentos (Poirel et al., 2018).
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Como se mencionaba anteriormente no todas las cepas de esta bacteria son
virulentas, por ejemplo E. coli comensal de los grupos A y B1 son colonizadores de la
microbiota gastrointestinal humana, mientras que el grupo filogenético B2 son patdégenas.
Entre sus factores de virulencia estdn toxinas, adhesinas, sideréforos y capsulas de
polisacaridos, las cuales se relacionan con su resistencia a los antimicrobianos y la
generacién de biopelicula que imposibilitan la eliminacién de microorganismos del cuerpo

humano (Kobayashi et al., 2021).

Este microorganismo puede aprovecharse cuando su huésped se encuentra
inmunosuprimido o débil ya que puede romper las barreras gastrointestinales o diseminarse
por todo el cuerpo y ocasionar un amplio espectro de enfermedades como: infecciones del
tracto urinario, sepsis/meningitis, diarrea (Gomes et al., 2016). Por tanto para la prevencién
de este patdgeno se pueden tomar las siguientes medidas: beber agua dulce, una
alimentacion adecuada, lavado de manos, almacenar de manera correcta el agua y alimentos

para evitar su contaminacion (Poolman, 2017).

Stapylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva, cuyas medidas oscilan entre 0,5 y 1,5 micras; su
morfologia caracteristica en racimos de uva la hace reconocible sobre otras especies
bacterianas como se observa en la Figura 7. Posee una gran facultad de adaptacion y
propagacion, en la mayoria de los casos se transmite de humanos a animales y viceversa,
asi como también se puede albergar en fomites (Cervantes et al.,, 2014). No poseen
movilidad, capsula, ni son esporuladas y por tanto son anaerobias facultativas. La gran
mayoria de estas bacterias producen catalasa lo que les facilita sintetizar el peroxido de

hidrégeno en agua y oxigeno libre (Zendejas et al., 2014).
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Figura 7

Staphylococcus aureus

factores de riesgo. [Fotografia], por Red Latinoamericana de Pediatria y

Neonatologia, 2019, https://n9.cl/rwi9z

S. aureus puede causar intoxicaciones alimentarias por ingerir alimentos
contaminados con enterotoxinas estafilococicas, estas producen una liberacién de histamina
en los mastocitos intestinales lo que ocasiona estas patologias (Cheung et al., 2021). Entre
las infecciones que cominmente se dan en humanos estan: abscesos cutdneos leves hasta
septicemia, neumonia, osteomielitis crénica, bacteriemia y endocarditis pudiendo llegar a ser
altamente mortal. Es un patégeno oportunista que produce infecciones nosocomiales, puede
permanecer en una gama de espacios para colonizarse como dispositivos médicos
permanentes, piel y tejidos blandos; entre los grupos mas susceptibles a este microorganismo
estan pacientes con un estado inmunitario deficiente (personas con VIH), diabéticos y

aqguellos que han tenido antecedentes de la misma bacteria

Aunqgue puede colonizar piel y fosas nasales de personas sanas la mayoria no desarrollara
una infeccién invasiva, mientras que pacientes a los cuales les haya afectado en su torrente
sanguineo tienen un alta tasa de mortalidad del 20 al 50% claramente dependiendo de la
gravedad de la afeccion y aumentando su nivel de incidencia en los ultimos afios en paises

desarrollados (Kwiecinski & Horswill, 2021).
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Por tanto, a partir de todo lo anteriormente expuesto dentro de este capitulo 1 se
pretende enfocar la investigacion en los efectos de las vibraciones ultrasénicas en el
crecimiento de microorganismos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, mediante
el uso del equipo de ultrasonido Branson 3800, desarrolldndose en los laboratorios de Fisica

del departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.
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Capitulo dos
Metodologia
2.1 Preparacion de agares
Las bacterias usadas en la parte experimental Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, cuentan con acreditacion American Type Culture
Collection de The Global Bioresource Center, que se las obtuvo de los laboratorios de
microbiologia de la UTPL; estos microorganismos necesitan de medios de cultivo para poder
proliferar, es por ello que se usaron los agares EMB HIMEDIA M317-100G y BBL™ Mannitol

Salt Agar para cada bacteria respectivamente.

En el caso del agar EMB HIMEDIA M317-100G, contiene en su formulacién: peptona
10.000 g/L, fosfato de hidrégeno dipotéasico 2.000 g/L, lactosa 5.000 g/L, sacarosa 5.000 g/L,
eosina 0.400 g/L, azul de metileno 0.065 g/L y agar 13.500 g/L; con un pH final de 7.4 + 0.2.
Por otro lado, en cuanto al BBL™ Mannitol Salt Agar posee: digerido pancreatico de caseina
5.0 g/L, digerido péptico de tejido animal 5.0 g/L, extracto de carne bovina 1.0 g/L, cloruro
sédico 75.0 g/L, D-manitol 10.0 g/L, rojo fenol 0.02 g/L y agar 15.0 g/L; con un pH final de 7.4

+0.2.

Luego de conocer la composicion de cada medio de cultivo se procedi6 a su
preparacion, para ello se usaron 25 cajas petri de 60 x 15 mm, las cuales poseen una
capacidad de 6 ml de agar por cada caja, es por esto que se realizaron los calculos mediante
reglas de tres para obtener las cantidades adecuadas, como se muestra a continuacién. Cabe
resaltar que en el caso del agar EMB HIMEDIA M317-100G se debe suspender en 35.96 g y

en el BBL™ Mannitol Salt Agar se suspende a 111 g, ambos a 1000 ml de agua destilada.

Volumen de agua destilada = ml de la caja X nimero de cajar
6ml x 25 =150ml

EMB
1000 ml 35.96g de suspension
150 ml X
150ml x 3596 g

1000 ml

g de agar =
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gdeagar =539¢g

Manitol
1000 ml 111 g de suspension
150 ml X
d _150ml x111g
g 4eagar = ""1000 ml

gdeagar = 16.65g

Posteriormente, se procedié a mezclar suavemente en dos matraces diferentes 5.39
g de EMB y 16.65 g de Manitol con 150 ml de agua para cada agar, ademas se le agreg6 un
agitador magnético que favorecid a la homogenizacion de las soluciones; después se las llevo
a una plancha de calentamiento a una temperatura de 75 °C por 5 minutos. Seguidamente
para prepararlos para su esterilizacion, se los envolvié en papel aluminio para llevarlos a la
autoclave a 121 °C durante 30 minutos; luego de esto se dispensé en las cajas petri y
finalmente se dejo enfriar para almacenarlas en refrigeracion a una temperatura que oscila

entre 2 a 8 °C.

Un punto importante a considerar es que todo el proceso de la elaboracion hasta la
dispensacion se realiz6 cumpliendo todas las normas de bioseguridad obligatorias dentro de
un laboratorio, con el uso del equipo de proteccidn personal y en un ambiente estéril que se

logro gracias a mecheros bunsen y alcohol al 70% para la limpieza del area.

2.2 Equipo de Ultrasonido

El equipo utilizado fue el Bafio Ultrasénico Branson MH 3800, este modelo posee
como configuracion un temporizador mecanico de hasta 60 minutos, un interruptor de calor,
ademas de contar con transductores de 40 kHz de frecuencia los cuales suministraron la
potencia adecuada para la proliferacion bacteriana. En cuanto su funcionamiento se describe
a continuacion; los transductores van produciendo ondas de sonido que se van a propagar
de forma radial en el medio liquido dentro del tanque, lo cual generara presiones en mayor y
menor proporcion de forma alternada. Cuando el equipo llegue a un periodo de baja presion
se da la formacién y crecimiento de millones de burbujas microscépicas, este fenomeno es

conocido como cavitacién produciendo pequefas vibraciones en el medio liquido como se
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muestra en la Figura 8. Luego de este periodo ocurre uno de alta presion que provoca en las
burbujas una contraccién e implosion, liberando de esta forma enormes cantidades de
energia en todas las direcciones y generando vibraciones como se visualiza en la Figura 10

(Carrillo et al., 2021).
Figura 8

Burbujas microscépicas en el medio liquido
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oo O =]

i o —

Nota. Adaptado de Bafios de ultrasonidos Modelos 1800, 2800, 3800,

5800, 8800. [Fotografia], Bransonic, 2017, https://n9.cl/ene96

Figura 9

Cajas petri en el equipo Branson MH 3800

R LN

Nota. Adaptado de Bafios de ultrasonidos Modelos 1800, 2800, 3800,

5800, 8800. [Fotografia], Bransonic, 2017, https://n9.cl/ene96

2.3 Inoculacion y adaptacion en el equipo
Para este proceso de inoculacién de las cepas bacterianas es necesario mantener un

area de trabajo estéril con el fin de evitar la contaminacion por parte de cualquier


https://n9.cl/ene96
https://n9.cl/ene96
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microorganismo externo, por ello se empled mecheros bunsen los que facilitaron calentar el
asa de inoculacion hasta obtener un color rojo intenso esto con la finalidad de esterilizarlo,
posterior se dejé enfriar el asa durante 3 a 5 segundos. Luego se recogio la muestra del
cultivo bacteriano tanto de E. coli ATCC 25922 como de S. aureus ATCC 25923 con el asa,
se levanta la tapa de la caja petri que se va a sembrar, para ello con el objetivo de facilitar el
conteo y el analisis macroscépico de las cepas se generd un patrén de puntos, por lo cual no
se realiz6 un estriado convencional como se observa en la figura 10, cabe resaltar que se
debe sembrar cada bacteria en su respectivo medio de cultivo ya preparado anteriormente,
después se hizo el etiquetado colocando el nimero de puntos sembrados y sellado de las

cajas con parafilm.

Figura 10

Cajas petri con patrén de puntos

Nota. Caja petri inoculada con patrén de puntos [Fotografia]

Por otro lado, se dispens6 500 ml de agua destilada en el tanque del bafio ultrasénico
y se colocé las cajas petri inoculadas en lunas de reloj para evitar ingreso de liquido como se
observa en la figura 11, se encendio y se estableci6 el tiempo de exposicion, para esta parte
se determiné tres diferentes tiempos de 30 min, 60 min y 90 min, ademas de una caja extra
la cual sirvio como referencia y la que no fue sometida a las vibraciones; también se controlo
la temperatura por medio un termémetro de mercurio donde se verifico que oscilara entre los

37 a 40 °C.
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Figura 11

Cajas petri en ultrasonido

Nota. Cajas petri inoculadas expuestas al bafio de ultrasonido Branson

MH 3800. [Fotografia]

2.4 Condiciones de incubacion

Una vez finalizado el tiempo de las bacterias en el ultrasonido, se las retird, envolvié
en papel aluminio y etiquetd con datos importantes como el tiempo de exposicion, nimero de
puntos inoculados y la fecha de la realizacion del experimento. Para seguidamente llevarlas

a la incubadora donde permanecieron a una temperatura de 37 °C durante 24 horas,

Para un andlisis preliminar del crecimiento bacteriano se realiz6 de forma
macroscopica visualizando un cambio de coloracién del medio de cultivo y microscépica

mediante ImageJ con las dos especies bacterianas, en los diferentes intervalos de tiempo.
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Capitulo tres
Resultados y Discusiones
3.1 Resultados macroscoépicos obtenidos de S. aureus y E. coli
A partir de la inoculacién de un patrén de 42 puntos y la incubacién de la especie
bacteriana S. aureus en tres rangos distintos de tiempo 30, 60 y 90 minutos de exposicion al
ultrasonido, se obtuvo cambios de coloracion partiendo desde una tonalidad rojiza, como se

puede evidenciar en la figura 12 que muestra el dia cero.

Figura 12

S. aureus dia cero

Nota. Cajas petri después de su exposicion al ultrasonido. [Fotografia]

Un punto importante a resaltar es que el mismo dia de la inoculacion de las cajas, a
las 12 horas después de ser incubadas ya se pudo visualizar un cambio parcial de coloracion
del medio y las colonias a una tonalidad amarillenta, por lo cual se puede afirmar que se
produjo una fermentacion del manitol, esto se pudo hacer mas evidente a los dos dias

posteriores de la exposicion.

Como anteriormente se mencioné ademas de las 3 cajas de petri colocadas en el
ultrasonido, se complementé con una cuarta que fue la de referencia, la cual al no ser
expuesta al ultrasonido mantuvo sus 42 colonias con un tono amarillo opaco, brillante y con
cierta apariencia cremosa (figura 13); en cuanto a la caja expuesta a 30 minutos del dia tres,

las 42 colonias presentaban una tonalidad amarillenta tenue y con poca cremosidad (figura
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14), generando un alto contraste con la de referencia; a los 60 minutos del mismo dia se
desarrollaron 42 colonias de amarillo oscuro con cierta tonalidad café (figura 15) y finalmente
a los 90 minutos a simple vista se pudo visualizar las 42 colonias de un tono amarillo opaco,

cremosas y de un tamafio mas considerable (figura 16).
Figura 13

S. aureus dia cero

Nota. Cajas petri después de su exposicion al ultrasonido. [Fotografia]

Figura 14

S. aureus de 30 minutos

Nota. 42 colonias de S. aureus expuestas a 30 minutos de ultrasonido,

en su tercer dia. [Fotografia]
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Figura 15

S. aureus de 60 minutos

Nota. 42 colonias de S. aureus expuestas a 60 minutos de ultrasonido
en su tercer dia, con tres colonias con puntos cafés. [Fotografia]

Figura 16

S. aureus de 90 minutos

Nota. 42 colonias de S. aureus expuestas a 90 minutos de ultrasonido
en su tercer dia. [Fotografia]

Por otra parte, se obtuvieron resultados completamente diferentes con E. coli, ya que
a pesar de utilizar los mismos rangos de tiempo, temperatura y método de inoculaciéon no se
lograron cambios significativos en el desarrollo de las colonias debido a su delicadeza y
sensibilidad ante factores externos. En la figura 17 se puede observar las 3 cajas petri luego

de mantenerse en el ultrasonido con sus respectivos intervalos de tiempo.
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Figura 17

E. coli en tres diferentes intervalos de tiempo

Nota. Colonias de E. coli con tonalidad rojiza anaranjada después de
ser colocadas en el ultrasonido. [Fotografia]
Respecto a la caja de referencia se inocul6 un patrén de 42 puntos como se puede
visualizar en la figura 18 donde se notan sus cambios después de tres dias, presentando
colonias de oscuras, pero con su caracteristico verde brillante, asegurando de esta manera

gue se dio la fermentacion de la lactosa en el medio.

Figura 18

E. coli de referencia

Nota. Colonias de E. coli con 42 puntos inoculados, presenta colonias
oscuras y con su brillo metalico. [Fotografia]
A pesar de no presentar un cambio notable en la coloracién del medio a diferencia de
S. aureus, se logré obtener resultados con el patrén de puntos ya que, en el caso de la caja
expuesta a 30 minutos de las 42 colonias sembradas solo crecieron 41; ademas presentaron

un verde poco brillante y 7 colonias oscuras, como se muestra en la figura 19. Mientras que
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en el caso de la caja de 60 minutos solo se pudo distinguir 40 puntos visibles con colonias y
medio rojizo oscuro, pero sin presencia del caracteristico verde brillante (figura 20), por tanto,
se comprueba que estas colonias no sobrevivieron al ultrasonido. Por dltimo, la caja de 90
minutos tuvo un gran éxito a pesar de su lento crecimiento y de contar con solo 41 puntos,
permanecio después de 5 dias de exposicion con la coloracion caracteristica de sus colonias

(figura 21).

Figura 19

E. coli de 30 minutos

Nota. Colonias de E. coli con crecimiento de 41 puntos presenta

colonias oscuras y con un tenue verde brillo metélico. [Fotografia]

Figura 20

E. coli de 60 minutos

Nota. Colonias de E. coli con crecimiento de 40 puntos, oscuras Yy sin

su verde brillante. [Fotografia]
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Figura 21

E. coli de 90 minutos

Nota. E. coli con crecimiento de 41 puntos, presenta colonias oscuras

y en su medio un verde brillante. [Fotografia]

3.2 Analisis de resultados con ImageJ

Debido al crecimiento de las colonias y al cambio de coloracién del medio, para este
analisis microscopico se tomo Unicamente a S. aureus, ya que sus cambios son mas notables
a simple viste a diferencia de E. coli que solo reflejan su brillo verde metalico cuando se

observan con luz reflejada a un cierto angulo.

El programa ImageJ permite realizar un procesamiento digital de las fotografias de
todas las muestras de la especie bacteriana seleccionada, donde se tomo6 todos resultados
logrados a lo largo de tres dias consecutivos con los diferentes periodos de tiempos
establecidos. Esto se llevd a cabo mediante la seleccién de la zona central de cada caja y se
hizo el cambio a escala de grises para obtener una imagen donde se pudiera realizar una
comparacion mediante perfiles de intensidad en escala de grises. Para este analisis se tomé
la caja de referencia y las tres cajas correspondientes a los tiempos de exposicion a US 30,
60, 90 minutos, lo cual permiti6 medir la intensidad del color, como se muestra en la figura

22.
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Figura 22

Zona central de S. aureus

Nota. Zonas centrales de S. aureus de las cajas de prueba 30, 60 y 90

minutos, asi como la caja de referencia, respectivamente de arriba hacia abajo

[Fotografia]

Una vez efectuado este procesamiento, se pudo extraer graficas de perfiles de
intensidad de grises, donde en el eje x se midi6 la distancia en pixeles, mientras que el eje y
estuvo en funcién a la escala de grises, de esta manera se generan graficos con diferentes
niveles de intensidad. En la figura 23 se muestra la caja de referencia, donde se evidencia
que el gréfico permanece constante y con poca variabilidad durante los tres dias de
evaluacion. No siendo el caso de la caja de 30 minutos (figura 24) donde se puede notar
niveles mas altos conforme pasan los dias. En cuanto al medio de 60 minutos (figura 25) no
indica un gran cambio al término del primer dia, mostrando un cambio gradual a partir del
segundo dia. Finalmente, en la grafica de los 90 minutos (figura 26), se expone una
regularidad desde el dia cero al segundo, no sobrepasando los 160 en la escala de grises y

generando apenas al tercer dia un cambio en el pico hasta los 180.
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Figura 23

Gréfica S. aureus referencia
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Nota. S. aureus durante tres dias de estudio. [Fotografia]

Figura 24

Gréfica de S. aureus 30 minutos
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Nota. Variabilidad en los picos de S. aureus durante tres dias

consecutivos. [Fotografia]
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Gréafica de S. aureus 60 minutos
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Nota. Crecimiento progresivo de los picos de S. aureus a partir del dia 1 al 3. [Fotografia]

Figura 26

Gréfica de S. aureus 90 minutos
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Nota. Grafica de S. aureus a los 90 minutos de exposicion al

ultrasonido, partiendo de su referencia al dia 3 de evaluacion. [Fotografia]
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En la tabla 3 se puede visualizar el promedio de todos los datos con los que se elaboré
las gréficas anteriormente mencionadas, donde ya se puede obtener un resultado més claro
para realizar una comparativa entre muestras. En este caso se estdn tomando los valores de
la caja de referencia que no fue expuesta al ultrasonido y comparandolas con los datos de
las cajas en los diferentes intervalos de tiempo de exposicion al US, evidenciandose que la
caja de 30 min es la mas similar a la de referencia, con valores muy cercanos en cuanto a la
intensidad de su coloracion a lo largo de los 3 dias de control, donde se pudo hacer evidente
gue a partir del dia dos con un valor de 186,8 supera a la de referencia con 177, 27 y

finalmente en el tercer dia sobrepasa la intensidad de origen con 193,8.

Tabla 3

Tabla de intensidades de S. aureus

Dia Referencia 30 min 60 min 90 min
0 180 137,2 145 132
1 180,11 161,7 163 140
2 177,27 186,8 176 154
3 183,35 193,8 201 180

Nota. En esta tabla se observa los promedios obtenidos de los valores con los que se

elaboraron las gréaficas de intensidad de color de la cepa de S. aureus.

Ademas, en la figura 27 se puede apreciar que la curva azul (referencia) alcanza una
tonalidad gris lo cual equivale a un tono amarillo con un valor alrededor de los 183, también
es posible apreciar que la curva verde (30 minutos) presenta un comportamiento similar a la
de referencia, teniendo un leve retraso en su cambio al amarillo. Por otro lado, se ve que las
graficas en gris y amarillo (60 y 90 minutos respectivamente) tardan mas en alcanzar el tono
de gris que presenta la referencia, por lo que se puede concluir que a los 60 y 90 minutos de
exposicion el ultrasonido afecta en los tiempos de incubacion de esta especie bacteriana,
haciéndose alin mas evidente que a los 90 minutos S. aureus posee un desarrollo mas lento

a lo largo de los tres dias de control.
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Figura 27

Gréfica de la intensidad en amarillo de S. aureus
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Nota. En esta gréfica se visualizan las curvas de las tres cajas expuestas al ultrasonido y la

caja de referencia y los valores que obtiene durante tres dias.

Estos resultados nos aseguran que una exposicion a ultrasonido de 40kHz, ralentiza
el desarrollo de esta cepa, esto coincide con un estudio desarrollado por Tahia et al., donde
investigd los efectos del tratamiento con ultrasonido y calor sobre la viabilidad de las células
de S. aureus en jugo de naranja, usando una frecuencia de 20 kHz con un tiempo de 60
minutos donde detecté un aumento en el nUmero de bacterias; mientras que a 30 kHz a 55
°C durante 5,10 y 20 minutos observé una reduccion e inactivacion microbiana. Por tanto, las
condiciones a las que se exponga S. aureus dependera para que exista 0 no una mejor

viabilidad celular.

La razén para que estas células sobrevivan al ultrasonido se debe a sus envolturas
fisicamente resistentes, al contenido de peptidoglicano y acido teicoico de su pared celular y
a la presencia de cépsulas. Estas capsulas brindan proteccion frente a las burbujas de
cavitacion generadas por la sonicacion evitando que colapsen cerca de la membrana

plasmatica y protegiendo a la célula de la ruptura. También la alta hidratacion de la capsula
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resguarda a la célula ya que absorbe las fuerzas mecanicas ejercidas sobre la bacteria;
ademds de que estas burbujas producidas por el ultrasonido son hidrofébicas, lo que facilita
su accion sobre superficies del mismo tipo, pero en el caso de la superficie de S. aureus es
hidrdéfila, lo que provoca un colapso lejos de su membrana y como resultado sea un dafio
microbiano leve. Es por ello que altas temperaturas y durante tiempos prolongados de
exposicion provoca una sensibilizacibn de estas capsulas, debilitando asi la membrana
externa de las células microbianas, haciendo que las células sean menos resistentes al

ultrasonido (Tahi et al., 2021)

Por otra parte E. coli no pudo ser analizada de manera adecuada como la otra cepa,
esto debido a su coloracion tanto del agar como de sus colonias, ya que en el agar EMB
cuando existe un buen crecimiento de sus colonias, estas se tornaran de un color negro
azulado oscuro con un brillo verde metalico que indica la fermentacion de la lactosa y
produccion de acido que precipita en el pigmento metélico verde (Lal & Cheeptham, 2016).
Por tanto, esto le impidi6é que, al momento de cambiar su coloracién a una tonalidad de grises

se mantuvieran manchas oscuras que imposibilitaron evaluarla de mejor manera.

Ademas, se presentd un inconveniente con respecto al desarrollo de todos los puntos
inoculados esto debido a un factor importante que es el agua; a pesar de jugar un papel
fundamental en esta investigacion porque el bafio de ultrasonido usa este medio liquido para
generar la cavitacion lo que favorece a su crecimiento, esto llego a afectar porque las cajas
al momento de mantenerse dentro del equipo, el agua con el aumento de la temperatura se
evapor6 en el interior de los medios de cultivo. Por lo general algunas bacterias necesitan
agua libre para su crecimiento, si ocurre una evaporacion durante su periodo de incubacion
del agar, puede haber una pérdida de esta agua, lo que resultaria en una disminucién en el
tamanfo de las colonias y en algunos casos la inhibicién de su crecimiento, lo que explicaria

porque no todos los 42 puntos se desarrollaran adecuadamente (Bonnet et al., 2020)
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Pitt & Ross dentro de su investigacion para aumentar la tasa de crecimiento de células
bacterianas adheridas a la superficie usando células de Staphylococcus epidermis,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli en una superficie de polietileno con ultrasonido
de 70 kHz, determinaron que la sonicacion favorece a la formacién de biopeliculas las cuales
protegen a las bacterias de entornos adversos y ayudando a su supervivencia; como
resultados se obtuvo mayor supervivencia de S. epidermis sobre E. coli, ya que sustentando
su teoria realizaron el mismo ensayo sin ultrasonido donde se vio una disminucion de las
biopeliculas en el orden de S. epidermis > E. coli > P. aeruginosa. Por ende, esto nos daria
una explicacion mas clara de por qué las colonias de S. aureus sobrevivieron por encima de
E. coli a pesar contar con las mismas condiciones de incubacion, los mismos tiempos e igual

frecuencia, inclusive 30 kHz menos que la del ensayo anteriormente mencionado.
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Conclusiones

La cepa de S. aureus expuesta a 30 minutos de ultrasonido con una frecuencia de 40
kHz y una temperatura de incubacion de 37 °C, presenta una ralentizacién en su proliferaciéon
celular, sin embargo al tercer dia de estudio se observa un resultado mayor (193,8) que la
caja de referencia (183), lo que indica que el agar se torné mas amarillo que la cepa de control;
mientras que a tiempos de 60 y 90 minutos es mas evidente el crecimiento mas lento de la
cepa, siendo el mas lento la correspondiente a 90 minutos de exposicién a US.

En el caso de la cepa de E. coli sus resultados macroscépicos permitieron visualizar
su crecimiento, esto gracias a su coloracion verde brillante metalico de sus colonias, que de
igual manera que la otra cepa a los 30 minutos de sonicacion existié el desarrollo de 41
colonias de 42; por otro lado, a los 60 minutos se generd la muerte celular y a los 90 minutos
un lento crecimiento microbiano.

La resistencia de S. aureus frente al ultrasonido se debe a sus capsulas protectoras
gue imposibilitan un impacto de la cavitacion en la membrana celular, en el caso contrario
que se desee provocar una inactivacion microbiana las condiciones a las que se expone la
cepa juegan un papel fundamental, considerando que una alta temperatura y tiempo
prolongados de sonicacion producen una sensibilizacion de la membrana teniendo como

resultado la erradicacion de la especie bacteriana.
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Recomendaciones

Investigar sobre las condiciones que requiere cada especie bacteriana con la que se
desea trabajar para evitar contratiempos por no contar con todas sus especificaciones.

Mantener un control tanto de la temperatura de las cajas petri con los agares para
prevenir su derretimiento, como de las bacterias inoculadas para eludir que se lleguen a secar
o0 incluso por altas temperaturas estos microorganismos mueran.

Contar con especies bacterianas certificadas y sobre todo con varias de reserva, con
el objetivo de precaver un retraso en el proyecto por falta de estas. Ademas, al momento de
inocular revisar y seguir un protocolo vigente que permita prevenir errores por falta de
informacion.

Por otro lado, si se desea realizar un andlisis microscépico con el programa ImageJ u
otros similares, se debe tener en consideracion cepas bacterianas donde sea facil de percibir

cambios de coloracion tanto de las colonias como del medio de cultivo para un mejor estudio.
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