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Biofilms: ‘Agregado de microorganismos que viven en una matriz autoproducida en sustancias poliméricas
extracelulares (Extracelular Polimeric substances, EPS)’ (Vert et al., 2012)
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Método estandar de Cuantificacion de crecimiepto de Biofilms:
Cuantificacion de Resuspension de biofilm en Acido acético al 30 %
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Desventaja:

- Es susceptible a “contaminacién” por
particulas del cristal violeta, que inducen
a lecturas erréneas de OD.

- Alta variabilidad.

Nuevas posibles estrategias de cuantificacion:

1) Medir la fluorescencia intrinseca de las
bacterias formadoras de biofilm.

2)  Medir el biofilm mediante Analisis
post-tinciéon de imagen del pocillo con biofilm.



OBJETIVOS

- Medir la cantidad de fluorescencia intrinseca de cultivos de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y comparar con el biofilm cuantificado por método estandar/ evaluado por
inspeccidn visual

- Medir el biofilm formado por cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 mediante
analisis de imagenes asistida de software, y comparar con el biofilm cuantificado por
método estandar / evaluado por inspeccion visual



Procedimiento

Nota: Todos los procedimientos fueron
realizados a T° de laboratorio
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2) Retiro del medio de cultivo
del pocillo y tincion

2) Toma de Imagenes y
Analisis

3) Resuspension con Acido
acético al 30% y

Cuantificacion usando métodd
estandar.




Medicion de Fluorescencia
intrinseca

- Se ha observado produccién de compuestos
fluorescentes en Pseudomonas.

- Excitacion: 410 nm

- Emisién: 475 nm
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RESULTADOS: CUANTIFICACION POR ANALISIS DE IMAGENES

Tratamiento con Adenosin monofosfato ciclico - cAMP (0, 10 y 20 mM)

0OD570 nm vs. cAMP concentration
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RESULTADOS: CUANTIFICACION POR ANALISIS DE IMAGENES

Tratamiento con Adenosin monofosfato ciclico - cAMP (0, 10 y 20 mM)

0OD570 nm vs. cAMP concentration
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RESULTADOS: MEDICION DE FLUORESCENCIA INTRINSECA
Tratamiento con Gentamicina(0, 0.5, 1y 2 ug/ml)
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RESULTADOS: ' ' Col: 8 Col: 9 Col: 10
CUANTIFICACION POR ANALISIS DE IMAGENES (BAS)
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RESULTADOS:
CUANTIFICACION POR ANALISIS DE IMAGENES (Mediana)
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Discusion

- Fluorescencia intrinseca:

Se observa que la cantidad de fluorescencia intrinseca medida no se correlaciona bien con
la cantidad de biofilm observado (inspeccién visual) (caso gentamicina).

- Analisis de imagenes:

Caso ampicilina: La cantidad de biofilm determinada por BAS se correlaciona con la
tendencia de la cantidad del biofilm segun inspeccién visual, pero no con la cuantificacion
por método estandar.

Caso Gentamicina: Se observa desprendimiento de biopelicula a altas concentraciones de
gentamicina. La cantidad de biofilm determinada por BAS no se correlaciona con la cantidad
de biofilm segun inspeccidn visual ni con la cuantificacion por método estandar, sin
embargo, la MEDIANA si muestra una tendencia que se correlaciona con la cantidad de
biofilm segun inspeccion visual y con |la cuantificacion por método estandar.



Conclusiones

La fluorescencia intrinseca no es un buen indicador de la cantidad de biofilm
observado de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

El analisis de imagenes asistido por software permite obtener un valor numérico
gue se relaciona con la cantidad de biopelicula observada por Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, incluso de mejor manera que la cuantificacion por método

estandar.
En el caso de desprendimiento de biofilms del fondo del pocillo, la MEDIANA

representa una mejor medida de la cantidad de biofilm observada.



